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Résumé
La maladie cardiovasculaite attribuable à l’athérosclérose coronarienne est la première
cause de mortalité dans les pays industrialisés. Un niveau abaissé de cholestérol lié aux
lipoprotéines de basse densité (C-HDL) représente un facteur de risque étroitement relié
au développement de la maladie coronarienne. Récemment, nous avons démontré que
le défaut génétique de la déficience familiale en HDL (FHD) et celui de la maladie de
Tangier sont dus à des mutations du gène de I’ATP-binding cassette transporter Al
(ABCA1) situé sur le chromosome 9q31. La protéine ABCA1 a une structure composée
de douze domaines transmembranaires et elle joue un rôle clé dans l’efflux de l’excès
de cholestérol et des phospholipides cellulaires, ainsi que dans la lipidation des
particules HDL naissantes impliquées dans la voie de retour du cholestérol.
Ce projet de thèse vise à examiner, par des études fonctionnelles de l’ABCAl, différents
événements chimiques provoquant l’efflux de cholestérol cellulaire. Dans le modèle
cellulaire de transport et d’efflux de cholestérol étudié, des particules HDL ou de
I’apolipoprotéine (apo) A-l (principale protéine des HDL) se fixent à la membrane
plasmique, activent des voies de signalisation provoquant l’hydrolyse de phospholipides
menant à l’activation des protéines kinases A et C (PKA et PKC) et stimulent l’efflux de
cholestérol cellulaire.
Dans la présente étude, nous démontrons que I’ABCAl est une phosphoprotéine induite
par l’AMPc. Cette phosphorylation, dépendante de la PKA, est en corrélation avec une
augmentation des niveaux d’AMPc intracellulaire, laquelle est provoquée par la liaison
de l’apoA-l à la protéine ABCA1. Par des études fonctionnelles de l’ABCAl dans les
fibroblastes des sujets de la maladie de Tangier, nous démontrons aussi que l’efflux de
cholestérol nécessite à la fois la liaison de l’apoA-l à l’ABCAl, l’augmentation des
niveaux d’AMPc intracellulaire ainsi que la phosphorylation de I’ABCAl. Nos données
suggèrent que le mécanisme de la phosphorylation de I’ABCAl par la PKA soit couplé à
des protéines-G nécessaires à l’activation de l’adenylate cyclase et à l’augmentation de
l’AMPc intracellulaire. Enfin, nous démontrons qu’un efflux déficient de cholestérol
retrouvé dans la FHD et la maladie de Tangier pourrait être corrigé par la présence
exogène ou endogène des activateurs de la protéine kinase C (PKC) ou de produits
d’hydrolyse des phospholipides impliqués dans la voie de signalisation cellulaire.
L’élucidation du rôle des messagers chimiques retrouvés dans la voie d’efflux de
cholestérol ouvre ainsi des perspectives d’approches thérapeutiques visant à augmenter
les niveaux plasmiques de C-HDL pour ainsi réduire les risques d’athérosclérose.
Mots clés:
ABCA1, Apolipoprotéine AI, cAMP, efflux de cholestérol, HDL, phospholipides,
phosphorylation de l’ABCAl, PKA, PKC, protéines-G.
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Abstract
Atherosclerosis is the major cause of death in industrialized societies. A Iow level of
Hight Density Lipoprotein-Cholesterol (HDL-C) is an important cardiovascular risk factor.
HDL and HDL apolipoproteins protect against the developpement of atherosclerosis,
probably primarily by stimulating the efflux cf cholesterol from macrophages foam celis.
We have recently shown that familial HDL deficiency (FHD) and Tangier disease are
caused by mutations in the ATP binding cassette Al (ABCA1) on the chromosome 9q31.
ABCA1 is a large membrane protein with twelve transmembrane domains, needed to
promote the efflux of excess of cholesterol and phospholipid from cells, and also te
generate nascent HDL particles in the reverse cholesterol transport pathway.
HDL or apoA-I (major HDL protein)-mediated cholesterol transport appears to involve
signal transduction processes such as the degradation of phospholipides, the activation
of phospholipases and the activation of protein kinase A (PKA) and C (PKC). The goal of
the present study is to investigate the role of a panel of signaling molecules in the
modulation of cellular cholesterol efflux in control, FHD and Tangier subjects in relation
toABCA1.
In this research project, we demonstrate that ABCA1 is a phosphoprotein inducible by
cAMP and this regulates ABCA1 functional activity. The phosphorylation mechanism is
mediated by PKA and correlated to the intracellular cAMP level. By using Tangier
fibroblasts (ABCAI defective), our resuits indicate that: 1) apoA-I activates ABCA1
phosphorylation via the cAMP/PKA-dependent pathway; 2) apoA-I-mediated cAMP
production requires high-level expression of the functional ABCA1 protein; and 3)
ABCM-dependent phospholipid efflux is modulated by phospholipases. These findings
suggest that apoA-I activates cAMP signaling through the G-protein-coupled ABCM
receptor. Furthermore, we demonstrate that defective cellular cholesterol efflux seen in
FHD and Tangier celis can be modulated by PKC activation and phospholipid-derived
signaling molecules.
Further study of the role of apoA-I in mediating cellular signaling and its interaction with
the ABCA1 protein may provide new insights into the mechanism cf reverse cholesterol
transport, plasma factors affecting HDL metabolism, and the therapeutic potential of
ABCAI in pteventing or treating atherosclerotic vascular disease.
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Introduction
Les dyslipidémies athérogènes sont responsables de la plupart des accidents
cardiovasculaires, lesquels demeurent une des causes principales de morbidité et de
mortalité dans les pays industrialisés. L’anomalie lipidique la plus fréquemment associée
à l’augmentation du risque de la maladie coronarienne est l’augmentation du taux de
cholestérol lié aux lipoprotéines de basse densité (C-LDL) ainsi que la diminution du
taux de cholestérol lié aux lipoprotéines de haute densité (C-HDL).
Le cholestérol est un élément nutritif et essentiel à de nombreux processus impliquant la
membrane plasmique. En effet, la concentration en cholestérol circulant résulte de
plusieurs paramètres s des apports exogènes via l’alimentation, de la capacité des
cellules périphériques à utiliser le cholestérol circulant ainsi que de l’élimination du
cholestérol circulant par la voie biliaire.
Le cholestérol est véhiculé dans la circulation sanguine par deux lipoprotéines majeures:
les lipoprotéines de basse densité (Low Density Lipoprotein, LDL) et les lipoprotéines de
haute densité (High Density Lipoprotein, HDL). Ces lipoprotéines ont deux rôles
métaboliques opposés. Ainsi, les LDL apportent le cholestérol aux différentes cellules de
l’organisme, alors que les HDL y prélèvent le cholestérol en excès et le ramène au foie,
seul organe capable de le dégrader. L’élévation des LDL favorise donc le
développement de l’athérosclérose, alors que les HDL empêchent l’accumulation de
cholestérol cellulaire dans la paroi des artères.
Par définition, il ne saurait y avoir d’athérosclérose sans cholestérol. L’athérosclérose
est une maladie chronique, lentement évolutive, qui affecte la morphologie et la fonction
des artères au niveau de zones bien précises, en particulier les bifurcations où
l’écoulement sanguin est irrégulier. C’est une pathologie résultant d’étiologies multiples
où interviennent des facteurs environnementaux, des anomalies plasmatiques et
génétiques, ainsi que des dysfonctionnements cellulaires. Aussi, une succession
d’événements (infiltrations, puis oxydations des LDL, pénétration par des cellules
immunitaires, formation des macrophages spumeux suivie d’une apoptose,
augmentation du volume du coeur lipidique, etc.) conduisent à la formation du thrombus
au niveau de la paroi, laquelle mène à l’obstruction du vaisseau (1).
L’athérosclérose dépend de plusieurs facteurs de risque, dont
l’hypoalphalipoprotéinémie, l’hypercholestérolémie, le tabagisme, l’hypertriglycéridémie,
2l’hypertension artérielle, le diabète, I’hyperinsulinémie, l’obésité abdominale, la
lipoprotéine (a) et les facteurs thrombogéniques et fibrinolytiques.
Des niveaux plasmatiques de cholestérol-LDL anormalement élevés (2-4) et de
cholestérol-HDL anormalement bas (5,6) ont depuis longtemps été associés à une
augmentation du risque de développement de la maladie coronarienne.
L’hypoalphalipoprotéinémie ou un taux bas de cholestérol-HDL, est habituellement
accompagnée d’une augmentation des triglycérides et constitue l’anomalie la plus
fréquemment rencontrée chez les patients atteints d’une maladie coronarienne précoce
(7).
Sur le plan épidémiologique, un taux élevé de cholestérol-HDL a un effet protecteur
contre la maladie coronarienne (8). En effet, une augmentation de 1% du
cholestérol-HDL diminue d’environ 2% à 3% le risque de développer une maladie
coronarienne (9). Les taux de cholestérol-HDL sont influencés par des facteurs
génétiques, tel que l’activité de la lipase hépatique (LH) (10) ou celle de la protéine de
transfert du cholestérol estérifié (CETP) (11), ainsi que par des facteurs liés à
l’environnement. Le métabolisme des HDL est toutefois complexe et les mécanismes
par lesquels ces lipoprotéines protègent contre l’athérosclérose demeurent, en grande
partie, toujours inconnus. Cependant, nous savons déjà que les HDL participent au
transport inverse du cholestérol (des tissus périphériques vers le foie), et qu’elles
possèdent des propriétés antioxydantes et antiathérogéniq ues.
La partie protéique des lipoprotéines a largement été étudiée, et de nombreux travaux
ont déjà fait valoir la meilleure signification clinique des apolipoprotéines (apo) par
rapport aux lipides. C’est ainsi que les chercheurs ont pu montrer que l’apoA-l,
l’apolipoprotéine majeure des HDL, est un meilleur marqueur de protection
cardiovasculaire que les lipides, notamment chez les patients normolipidémiques (12).
L’effet protecteur de l’apoA-l est lié à l’augmentation de l’efflux de cholestérol cellulaire
(transport inverse du cholestérol) et, par conséquent, à la protection contre
l’athérosclérose (13). Une altération de l’efflux de cholestérol cellulaire et du niveau
d’HDL plasmatique a été observée chez plusieurs sujets atteints d’une déficience
familiale en HDL (FHD) ou de la maladie de Tangier (14-17). Chez ces sujets affectés,
l’apoA-l et les HDL subissent un hypercatabolisme dû au défaut d’efflux de cholestérol
cellulaire (18). Les récentes avancées dan la physiopathologie de la maladie de Tangier
ont aussi permis la découverte de I’ATP binding cassette transporter Al (ABCA1)
(17,19,20), responsable du transport du cholestérol du milieu intracellulaire vers le milieu
3extracellulaire. En ce sens, la forme homozygote de la mutation de l’ABCAl est
associée à la maladie de Tangier, tandis que l’hétérozygote est représentée dans les
FHD.
La protéine ABCA1 a une structure composée de douze domaines transmembranaires
contenant des motifs de fixation de I’ATP (21) pour la production d’énergie nécessaire à
sa fonction de transporteur actif du cholestérol cellulaire en excès. L’ABCAJ joue ainsi
un rôle dans la lipidation des particules naissantes impliquées dans la voie de retour du
cholestérol (22).
La concentration intracellulaire du cholestérol est strictement régulée par 4 voies
principales 1) l’apport du cholestérol exogène par l’endocytose des particules LDL via
la voie du récepteur LDL; 2) la synthèse endogène du cholestérol dans le réticulum
endoplasmique lisse (REL) impliquant l’enzyme HMG-CoA réductase; 3) l’estérification
intracellulaire du cholestérol par l’enzyme acyl-coenzyme K: cholestérol acyltransférase
(ACAT); 4) l’efflux du cholestérol intracellulaire vers la membrane plasmique, puis vers
des molécules acceptrices de cholestérol (apoA-l ou HDL) (23).
Il a été rapporté que les HDL ou l’apoA-l contrôlent la modulation des voies de
transductions des signaux cellulaires. Ceux-ci peuvent inclure l’activation des
phospholipases C et D spécifiques aux phosphatidylcholines (PC-PLC, PC-PLD)
(24,25), de la phospholipase C spécifique aux phosphoinositol (Pl-PLC) (24,26) et de la
protéine kinase C (PKC) (27). L’équipe de Walter et ses collaborateurs ont observé,
dans les fibroblastes des sujets de la maladie de Tangier, un défaut d’activation de la
PC-PLC et de la PC-PLD associé à une déficience de l’efflux de cholestérol cellulaire
(25). À la lumière de ces connaissances, nous proposons un modèle cellulaire de
transport et d’efflux de cholestérol cellulaire. Dans ce dernier, des particules HDL ou
apoA-l se fixent à la membrane plasmique, activent des voies de signalisation cellulaires
provoquant l’hydrolyse des phospholipides menant à l’activation des protéines kinases A
et C, et stimulent l’efftux de cholestérol cellulaire.
Afin d’apporter de nouvelles connaissances au transport intracellulaire du cholestérol et
au métabolisme des HDL, ce projet de thèse abordera spécifiquement te sujet des voies
de transduction de signaux en relation avec la protéine ABCA1 ainsi qu’avec la
translocation et l’efllux de cholestérol cellulaire dans les cellules périphériques. Par des
études de biochimie et de biologie cellulaire, nous tenterons aussi de préciser les
anomalies moléculaires retrouvées dans les cellules FHD et celles de la maladie de
4Tangier, afin de mieux comprendre certains mécanismes impliquant l’homéostasie du
cholestérol intracellulaire et la maturation des particules HDL.
Le premier volet de cette thèse portera sur une étude de la modulation de l’effiux de
cholestérol par des molécules de signalisation cellulaire dans le but de corriger le défaut
de l’efflux de cholestérol cellulaire rencontré chez les sujets FHD et chez ceux atteints
de la maladie de Tangier. Nous examinerons alors le rôle des molécules dérivées de
l’hydrolyse des PC-PLC et des PC-PLD, soit le diacyglycérol (DAG) et l’acide
phosphatidique (PA). De plus, nous étudierons la modulation de l’activité de la PKC
dans l’efflux de cholestérol cellulaire contrôlé par l’apoA-l. Enfin, nous examinerons le
rôle des molécules ayant une grande affinité pour le cholestérol et plus particulièrement
leur tôle dans la désotption du cholestérol membranaite (efflux passif) et dans l’efflux de
cholestérol cellulaire vers l’accepteur apoA-l (efflux actif).
Nous verrons alors comment les données de cette étude ont démontré que l’altération
de I’efflux de cholestérol rencontrée dans les fibroblastes de FHD et de la maladie de
Tangier peut être corrigée par des messagers chimiques associés aux voies de la
PC-PLC, de la PC-PLD et de la PKC. Ces résultats portent donc à croire que l’altération
des voies de transduction de signaux dans la maladie de Tangier réside au niveau d’un
effecteur, probablement lié à des protéines-G, en amont des voies de la PLC et de la
PLD.
Il a été rapporté que le traitement des macrophages avec l’AMPc augmente à la fois la
transcription de l’ABCAl, la liaison de l’ApoA-l à I’ABCAl et l’efflux de cholestérol
(28,29). Cependant, cet effet transcriptionnel de l’AMPc est apparemment spécifique
aux macrophages, et il n’a pas été vu dans d’autres types cellulaires (30). Ainsi, le
deuxième volet de cette thèse portera sur une étude de l’AMPc intracellulaire dans
l’expression de l’ABCAJ et de la modulation de l’efflux de cholestérol dans les
fibroblastes humains. Nous avons trouvé, dans cette étude, que I’ABCAl est une
phosphoprotéine induite par l’AMPc cellulaire. La protéine kinase A (PKA) est capable
de phosphoryter I’ABCAI et d’augmenter sa fonction (efflux de cholestérol) en présence
de l’AMPc. De plus, nous avons corrélé le défaut de stimulation de l’efflux de cholestérol
au défaut de phosphorylation de l’ABCAl chez les sujets atteints de la maladie de
Tangier. Les données de cette étude permettront de dégager un nouveau mécanisme
post-transcriptionnel régulant l’activité de l’ABCAl et de l’efflux de cholestérol cellulaire.
5Le troisième volet de cette thèse portera sur une étude des mécanismes de
phosphorylation de l’ABCAl pat l’apoA-l. L’expression de I’ABCAl cellulaire est
contrôlée par des mécanismes transcriptionnels et post-transcriptionnels (31). Dans ce
modèle de régulation, des équipes démontrent que l’apoA-l augmente l’ABCAl à la
surface de la cellule ainsi que stabilise la protéine ABCA1 en empêchant sa dégradation
(32,33). De notre côté, nous proposerons un mécanisme de régulation
post-transcriptionnel de l’ABCAl par phosphorylation. Pour se faire, nous examinerons,
dans les cellules des sujets contrôles de FHD et dans les cellules de la maladie de
Tangier, l’effet de la liaison de l’apoA-l sur I’ABCAl, la génération de l’AMPc, la
phosphorylation de l’ABCAl et I’efflux de lipides cellulaires induits par la stimulation de
l’apoA-l. Les données de cette étude nous ont démontré que l’apoA-l, en se liant à
I’ABCAl, provoque la phosphorylation du transporteur ABCA1. Ce mécanisme est régi
par les niveaux d’AMPc cellulaire et par l’activation de la PKA. Un niveau seuil de la
protéine ABCA1 est nécessaire à la génération de l’AMPc stimulée par l’apoA-l dans les
fibroblastes des sujets contrôles. Par ailleurs, un ABCA1 non fonctionnel (cellules de
Tangier), ne permet pas la liaison à l’apoA-l, la phosphorylation de l’ABCAl, la
génération de l’AMPc et la stimulation de l’efflux de lipides. Enfin, nous avons pu mettre
en évidence la séquence des trois événements biochimiques de la liaison de l’apoA-l sur
des fibroblastes humains en culture; 1) la génération de l’AMPc cellulaire qui reflète
l’activation de l’adenylate cyclase et l’implication des protéines GOEs ; 2) la
phosphorylation de l’ABCAl par la PKA dépendante de l’AMPc; 3) la stimulation de
l’efflux de cholestérol et des phospholipides vers l’accepteur final, l’apoA-l.
Chapitre J: Aspects physiologiques, cellulaires et moléculaires des lipides
1.1 Introduction
La coronaropathie athéromateuse est la cause principale de mortalité et de morbidité
dans les pays industrialisés. Le coût économique de cette pathologie est extrêmement
élevé si l’on tient compte du nombre de patients, de leur âge et de la sévérité de la
maladie.
Les facteurs de risques les plus importants associés à l’athérosclérose coronarienne
sont I’hypercholestérolémie et les diverses dyslipoprotéinémies. Aussi, les résultats de
l’étude Framingham (34) ont montré que l’augmentation de la cholestérolémie accroît le
risque de développer une pathologie cardiovasculaire.
Le cholestérol est véhiculé dans la circulation par deux lipoprotéines majeures: les LDL
et les HDL. Ces lipoprotéines ont deux rôles métaboliques opposés. En effet, les LDL
apportent le cholestérol aux différentes cellules de l’organisme, alors que les HDL y
prélèvent le cholestérol en excès et le ramène au foie, le seul organe capable de le
dégrader (transport inverse du cholestérol). Les LDL favorisent donc le développement
de l’athérosclérose, alors que les HDL empêchent l’accumulation de cholestérol
cellulaire dans la paroi des artères.
La diminution de la concentration plasmatique du cholestérol-HDL constitue l’anomalie
la plus fréquente du bilan lipidique du coronarien (39 % des cas) (35). Ces dernières
années, un nombre considérable de données cliniques et épidémiologiques (8,36,37) se
sont accumulées et suggèrent que les HDL et leur constituant protéique majeur
(I’apoA-I) jouent un rôle directement protecteur contre le développement de
l’athérosclérose. Cet effet protecteur serait dû au mécanisme du “transport inverse du
cholestérol”. En ce sens, une stratégie thérapeutique consisterait donc à essayer
d’accroître l’efficacité de cette voie métabolique en augmentant les concentrations
circulantes de cholestérol-HDL.
La prévalence d’un taux plasmatique de cholestérol-HDL bas isolé (sans autre anomalie
des lipoprotéines) au sein de différentes populations exemptes de pathologie
cardiovasculaire est d’environ 4%. En revanche, chez les patients coronariens, la
prévalence de ce taux est plus élevée, étant comprise entre 15% et 40% (38,39). De
plus, des études transversales (Framingham , Multiple Risk Factor Intervention Trial)
(8,40) ont clairement montré une relation proportionnelle entre l’augmentation du
cholestérol-HDL et la diminution du risque coronarien. Cependant, un taux abaissé de
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cholestérol total et de triglycérides, et constitue une triade lipidique athérogène
fréquente, notamment chez le patient diabétique (41). Cette association est
caractéristique d’une hyperlipidémie mixte, dont la prévalence parmi les patients
coronariens est particulièrement importante (41).
Sur le plan du choix thérapeutique, il faut noter que la plupart des consensus actuels de
traitement des dyslipidémies ont comme cible le taux plasmatique de cholestérol-LDL.
Dans ce cas, la thérapie prescrite ainsi que l’objectif à atteindre sous traitement sont
modulés par le nombre de facteurs de risques individuels à chaque patient. Par ailleurs,
un taux abaissé de cholestérol-HDL (inférieur à 0.9 mmol/L chez l’homme et à 1.16
mmol/L chez la femme avant la ménopause) est actuellement considéré comme un
facteur de risque additionnel, incitant à être plus vigilant quant au traitement de la
dyslipidémie. En ce sens, avant de déterminer le traitement médical d’un taux abaissé
de cholestérol-HDL, il est nécessaire de chercher une cause secondaire à ce facteur de
risque (tabagisme, désordre aigu à l’origine d’une hypolipidémie, maladie ou
médicaments entraînant une hypertriglycéridémie), d’évaluer la pratique d’exercice
physique (favorable à l’élévation du taux de cholestérol-HDL) et enfin d’estimer l’apport
quotidien en graisses alimentaires saturées et insaturées, ainsi qu’en alcool (42).
1.2 Métabolisme des lipides plasmatiques
1.2.1 Généralités
Le problème de la diminution de la concentration de cholestérol sanguin est de plus en
plus fréquent dans nos sociétés, où l’hypercholestérolémie touche plus d’un individu sur
vingt. Aussi, l’amélioration de ce problème de santé publique augure assez mal, vu
l’augmentation continue, au cours des dernières années, de la prévalence de l’obésité à
laquelle l’hypercholestérolémie est souvent associée. Compte tenu de cette situation,
des recherches actives sont en cours afin de mieux comprendre les mécanismes qui
contrôlent l’homéostasie du cholestérol cellulaire, élément vital pour le maintien de
l’intégrité de la membrane plasmique et de ses capacités de signalisation.
Le cholestérol est utilisé par l’organisme pour synthétiser les acides biliaires, les
stéroïdes et pour fabriquer les membranes cellulaires, Il provient des apports exogènes
via l’alimentation, de la synthèse endogène par le foie et de la réabsorption du
cholestérol biliaire. Qu’ils soient d’origines alimentaire ou endogène, les triglycérides
servent de source d’énergie aux tissus adipeux et aux muscles. Les lipides n’étant pas
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complexe qui en résulte est une lipoprotéine.
Toutes les particules des lipoprotéines sont formées de lipides et de protéines, et
possèdent la même structure de base. Elles sont sphériques et constituées de deux
parties: la surface et le noyau. Les lipides polaires hydrophiles (les phospholipides et le
cholestérol libre) de même que la fraction protéique, c’est-à-dire les apolipoprotéines, se
trouvent à la surface. Quant au noyau, il contient les lipides apolaires ou hydrophobes,
c’est-à-dire les triglycérides et le cholestérol estérifié. Cette structure rend possible le
transport de substances insolubles, soient les lipides dans le sang.
Les lipoprotéines se distinguent les unes des autres par leur teneur et leur composition
en apolipoprotéines et en lipides; elles peuvent être séparées selon leurs propriétés
physiques et chimiques : taux de flottaison, taille, migration électrophorétique et
composition. On parvient ainsi à distinguer six classes de lipoprotéines: les
chylomicrons, les VLDL, les IDL, les LDL, les HDL et la lipoprotéine (a) [Lp(a)].
Les lipoprotéines circulant dans le sang empruntent deux voies métaboliques: la voie
endogène et la voie exogène. Le métabolisme des lipoprotéines dépend de l’interaction
entre les apolipoprotéines, les enzymes et les récepteurs (figure 1).
1.2.2 La voie exogène
L’organisme absorbe quotidiennement environ 100 g de triglycérides et de 0.2g à 0.5g
de cholestérol. Ces lipides alimentaires sont d’abord hydrolysés et absorbés par la
muqueuse intestinale, puis réestérifiés et mis en circulation sous forme de chylomicrons.
Les chylomicrons transportent donc surtout des triglycérides, et leurs apolipoprotéines
sont l’apoB-48 ainsi que les apolipoprotéines A-l et A-Il. En circulant, les
apolipoprotéines C-Il, C-III et E sont transférées aux chylomicrons à partit des HDL
(revue détaillée dans (43)).
Les triglycérides des chylomicrons sont hydrolysés par une enzyme située sut
l’endothélium capillaire, la lipase lipoptotéique (LPL), dont le cofacteur est I’apoC-ll.
Plusieurs variables (alimentation, hormones, médicaments, facteurs génétiques)
modulent l’activité de la LPL. Les acides gras libérés par l’hydrolyse des chylomicrons
sont captés par les cellules adipeuses où ils sont ensuite reconstitués en triglycérides
(graisse de réserve); les muscles peuvent ainsi les utiliser comme source d’énergie
[revue détaillée dans (44)].
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(phospholipides, cholestérol libre, apoA-l, apoC) sont transférés aux HDL. La
lipoprotéine résiduelle contient alors moins de triglycérides et proportionnellement moins
de cholestérol estérifié. Ces résidus de chylomicrons sont captés par un récepteur
spécifique de la cellule hépatique apparenté à celui des LDL, nommé LRP
(LDL-receptor-related protein) (45,46). Ils sont ensuite dégradés par des enzymes
lysosomiales. Les chylomicrons n’ont pas de potentiel athérogénique reconnu, alors que
les résidus de chylomicrons, eux, sont considérés comme athérogéniques (47). On
constate que les individus qui bénéficient d’un catabolisme efficace des lipoprotéines
riches en triglycérides présentent généralement des taux de HDL élevés. Une
alimentation riche en cholestérol a pour effet de réduire la synthèse des récepteurs LDL,
ce qui peut contribuer à augmenter la cholestérolémie.
La LPL favorise la formation des réserves de graisse ainsi que la distribution d’énergie
et de cholestérol à divers tissus; elle contribue au transfert des lipides et des


























Figure 1. Métabolisme des lipoprotéines. Vue générale du métabolisme des
lipoprotéines. La voie exogène (lipides d’origine diététique) est démontrée dans la partie
supérieure du diagramme et la voie endogène (lipides d’origine hépatique), dans la
partie inférieure. AGL, acides gras libres; LPL, lipoptotéine lipase; LCAT, lécithine
cholestérol-acyl transférase; LH, lipase hépatique.
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1.2.3 La voie endogène.
À partir du glycérol et des acides gras libérés par le tissu adipeux, le foie fabrique des
triglycérides mis en circulation sous forme de VLDL qui contiennent aussi du cholestérol.
Le rapport triglycérides/cholestérol (poids/poids) des VLDL est d’environ 4 et chacune
des particules est dotée d’une molécule d’apolipoprotéine B-100. D’autres
apolipoprotéines, les apolipoprotéines C et E, s’ajoutent en circulation.
Comme les triglycérides des chylomicrons, les triglycérides des VLDL sont hydrolysés
par la LPL. Les acides gras ainsi libérés sont distribués aux tissus. Le résidu de VLDL,
une lipoprotéine de densité intermédiaire (IDL), se retrouve relativement enrichi en
cholestérol estérifié. Les VLDL, dans certaines conditions, peuvent être athétogéniques.
Quant au potentiel athérogénique des IDL, il paraît indiscutable (48).
Une partie des VLDL et des IDL est catabolisée par le récepteur des VLDL, surtout
présent dans les muscles et le tissu adipeux. Le rôle de ce récepteur serait de livrer les
triglycérides endogènes aux sites du métabolisme des acides gras (49).
Une certaine proportion des IDL est éliminée de la circulation et métabolisée dans le foie
par le biais d’un récepteur spécifique (50,51). Une enzyme, la lipase hépatique (LH),
hydrolyse alors les triglycérides des IDL qui restent en circulation. La diminution du
contenu en triglycérides conduit à la formation des lipoprotéines de densité faible ou
LDL. Celles-ci, dont le cholestérol constitue environ 70% de la cholestérolémie totale,
sont spécifiquement reconnues par les récepteurs cellulaires aux apolipoprotéines B ou
E (52).
1.2.4 La voie de retour du cholestérol
Les lipoprotéines de haute densité (HDL) constituent l’une des quatre classes
lipoprotéiques majeures du plasma humain où leur concentration est d’environ 3 g/L.
Les HDL comprennent 50% de protéines, 25% de phospholipides, 20% de cholestérol
(essentiellement estérifié) et 5% de triglycérides. Leur diamètre varie entre 5 et 17 nm et
leur migration électrophorétique est de type a (53). La partie protéique des HDL est
essentiellement représentée quantitativement par l’apoA-l et l’apoA-l I. D’autres
protéines dont le rôle peut être important, comme les apolipoprotéines A-IV, C, E, D, la
lécithine-cholestérol-acyl-transférase (LCAT) et les protéines de transfert des lipides,
sont également présentes dans les HDL. Celles-ci sont directement produites par le foie
et l’intestin sous forme naissante, elles captent ensuite l’excès du cholestérol libre et des
phospholipides des tissus périphériques et maturent en HDL sphériques nommées HDL3
11
(54). De plus, les HDL naissantes contribuent indirectement à leur propre formation en
redistribuant les éléments de surface des lipoprotéines riches en triglycérides après
action de la LPL. Les HDL3 deviennent des HDL2 plus denses et enrichies des esters de
cholestérol grâce à l’action de la LCAT. Ces HDL2 vont subir une hydrolyse des fractions
lipidiques, principalement dans le foie et dans les glandes surrénales (site de synthèse
des hormones des hormones stériodogénïques).
1.3 Homéostasie du cholestérol plasmatique
1.3.1 HDL et LDL: deux sources importantes du cholestérol
La régulation du cholestérol circulant résulte d’un équilibre entre l’absorption du
cholestérol intestinal et son transport par les lipoprotéines plasmatiques, soient les LDL,
les HDL et les efflux cellulaires (figure 2). Schématiquement, les HDL sont responsables
du transport inverse du cholestérol vers les voies d’élimination hépatique (par
l’intermédiaire du récepteur SR-B1) (55), alors que les LDL favorisent l’entrée du
cholestérol dans les cellules. Cette absorption cellulaire du cholestérol est contrôlée par
le récepteur des LDL ainsi que par d’autres molécules comme le récepteur Scavenger,
responsable de l’absorption non régulée du cholestérol à partir des LDL oxydées. Le
surplus de cholestérol ne s’accumule pas au niveau de la membrane plasmique, mais
est estérifié et stocké dans des gouttelettes lipidiques cytoplasmiques. Ces gouttelettes
sont ensuite orientées vers d’autres compartiments subcellulaires après intervention de
la protéine NPC-1, protéine dont les anomalies sont responsables de la maladie de
Niemann-Pick de type I [dégénérescence neurovégétative avec accumulation
cytoplasmique de cholestérol (56,57)]. Enfin, ces lipides sont transférés vers les HDL,
puis véhiculés éventuellement vers le foie où ils sont éliminés.
L’homéostasie du cholestérol peut schématiquement être régulée selon trois niveaux: 1)
le transport, l’absorption intracellulaire et l’estérification (lipoprotéines, transporteurs
membranaires ABC1 et enzymes de conversion), 2) la biosynthèse endogène
(anabolisme et catabolisme, par le SREBPs), et 3) la conversion métabolique en acides
biliaires et en hormones stéroïdiennes.
Les cellules périphériques obtiennent leur cholestérol, d’une part par synthèse
endogène et d’autre part grâce aux particules LDL circulantes via un récepteur
spécifique à la surface des cellules. En 1970, M. Goldstein et Brown (52) ont été les
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premiers à démontrer la présence d’un récepteur spécifique des LDL (LDL-R) dans des
cellules normales. Cependant, la fonction de ce récepteur est absent des cellules
homozygotes chez les sujets atteints d’hypercholestérolémie familiale.
Les LDL se lient à ce récepteur par l’intermédiaire de l’apolipoprotéine B. L’endocytose
permet alors au complexe récepteur-LDL de pénétrer dans la ceHule, où il est dissocié.
Par la suite, le récepteur est recyclé à la surface pendant que l’apolipoprotéine B et les
esters de cholestérol sont hydrolysés dans les lysosomes. Enfin, c’est dans le
cytoplasme qu’une enzyme nommée acyl-cholestérol-acyl-transférase (ACAT) réestérifie
le cholestérol. La présence du cholestérol dans la cellule entraîne A) une diminution
de la synthèse du récepteur, b) une inhibition de l’enzyme limitante de la synthèse de
cholestérol soit l’hydroxy-méthyl-glutarul-CoA-réductase (HMG C0A réductase) et c)
l’activation de I’ACAT ( revue dans (58)). Des mutations dans le gène du LDL-R
affectent donc l’habilité de la cellule à absorber le cholestérol-LDL, à synthétiser le
LDL-R et à lier les particules LDL, et ces mutations contreviennent aussi au processus












Figure 2. Représentation schématique du contrôle du transport sanguin du
cholestérol : rôle des lipoprotéines (VLDL, LDL et HDL) du transporteur ABCA1, des






À l’échélle de la cellule, le manque de cholestérol est détecté par un système qui conduit
à l’activation des facteurs de transcription SREBP (Sterol Regulatoty Element Binding
Protein). Les SREBP contrôlent à la fois l’expression des enzymes responsables de la
biosynthèse endogène du cholestérol et son captage exogène, permettant ainsi à la
cellule d’avoir un apport continu et adapté en cholestérol (59). La protéine SREBP est
fabriquée sous forme d’un précurseur associé à la membrane du noyau et du réticulum
endoplasmique. Lorsque la concentration intracellulaire des stérols diminue, le
précurseur inactif lié à la membrane subit un clivage protéolytique en deux étapes,
provoquant ainsi la libération d’un segment amino-terminal de 68 KD soluble et actif
(59). Ce segment se dirige ensuite vers le noyau où il peut déclencher l’expression de
gènes de réponse aux stérols.
Les HDL sont aussi une source importante de cholestérol pour le foie et les tissus
stéroïdogéniques. Les premiers sites de liaisons aux particules HDL ont été découverts
il y a 20 ans (60,61). Toutefois, à cause de leur hétérogénéité, la nature de ces sites de
liaison demeure encore un sujet débattu. L’une de ces protéines membranaires appelée
le SR-BI “ Scavenger receptor” ou le récepteur éboueur, permet la fixation des HDL sur
les membranes plasmiques des cellules, puis le transfert des esters de cholestérol de
ces lipoprotéines vers l’intérieur de la cellule (62). Le SR-Bl est abondant dans le foie et
dans les glandes capables de synthétiser des hormones stéroïdes (corticosurrénales,
gonades). En assurant la capture des esters de cholestérol des HDL par le foie, le SR-Bl
joue un rôle primordial dans le retour du cholestérol (transport inverse) des tissus
périphériques vers le foie, ainsi que dans son élimination de l’organisme (63).
1.3.2 Les différentes voies d’efflux de cholestérol.
L’efflux de cholestérol cellulaire est un processus complexe impliquant plusieurs
mécanismes qui dépend à la fois de la nature des types cellulaires, des différents pools
de cholestérol ainsi que de la nature des particules acceptrices. Un de ces mécanismes
simples est la diffusion passive du cholestérol, où des molécules de cholestérol
localisées sur la membrane plasmique diffusent vers des particules acceptrices riches
en phospholipides (64). Certains microdomaines membranaires appelés radeaux
lipidiques (lipid rafts) comme les cavéoles, sont tapissés de protéines spécifiques, les
cavéolines, lesquelles sont capables de transporter le cholestérol de son lieu de
synthèse, le réticulum endoplasmique, vers la membrane plasmique, provoquant ainsi
l’efflux de cholestérol (65).
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Un second mécanisme de l’efflux cellulaire de cholestérol implique le récepteur des
particules HDL, le SR-Bl. En plus de son rôle de transporteur des esters de cholestérol à
l’intérieur de la cellule, le SR-Bl est exprimé dans les macrophages et participe aussi à
la sortie du cholestérol cellulaire libre en excès (66,67). H favoriserait donc l’efflux de
cholestérol cellulaire vers les HDL, ce qui constitue l’étape initiale du transport inverse
du cholestérol.
Le troisième mécanisme de l’efflux cellulaire de cholestérol nécessite d’abord la
synthèse et la transiocation du cholestérol intracellulaire et des lipides à la membrane
plasmique, lesquels sont ensuite acheminés vers des particules acceptrices
d’apolipoprotéines, plus spécifiquement l’apolipoprotéine A-l (apoA-l). L’efflux de lipides
est la première étape de la biogenèse des HDL, où des pré-I-HDL sont générées.
L’estérification du cholestérol libre f FC) par ta lécithine-cholestérol acyl transférase
(LCAT) et la composition en phospholipides permettent la formation des particules
matures sphériques Œ-HDL (figure 3). Ce sont ces mêmes particules qui fournissent des
esters de cholestérol (CE) aux tissus stétoïdogéniques et au foie. Le SR-Bl n’est pas le
seul récepteur membranaire impliqué dans le processus inverse du cholestérol. En effet,
le déficit génétique de la maladie de Tangier a récemment pu être identifié. En fait, celle
maladie est caractérisée à la fois par une accumulation d’esters de cholestérol dans le
tissu réticulo-endothélial, par un défaut d’efflux de lipides vers l’apoA-I, ainsi que par un
effondrement du cholestérol-HDL plasmatique (68). L’origine génétique de cette maladie
résulte d’un déficit d’une protéine membranaire nommée ABCA1 (ATP-binding cassette
transporteri) (17,19,20) responsable de l’efflux de cholestérol et des phospholipides
cellulaires. Puisque que l’apoA-l est incapable de séquestrer le cholestérol et les
phospholipides pour ainsi régénérer les particules discoïdales pre-f-HDL, elle est
rapidement dégradée par les reins (Figure 3).
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1.4 Désordre des lipoprotéines de hautes densités
1.4.1 Hypoalphalipoprotéinémie
Un taux de cholestérol-HDL bas, aussi appelé hypoalphalipoprotéinémie est associé à
un risque accru de développement de la maladie coronarienne (8,36,37). De plus,
I’hypoalphalipoprotéinémie est souvent associée à une hypertriglycéridémie et ces
formes familiales se retrouvent chez 5% à 10% des patients présentant une maladie
coronarienne prématurée (7).
L’hypoalphalipoprotéinémie n’est pas associée à des troubles neurologiques, de
xanthomes, d’anomalies oculaires ou d’hépatosplénomégalie. En fait, l’analyse du
complexe génique des apolipoprotéines A-l, C-III et A-IV semble démontrer l’existence
d’un marqueur génétique dans l’expression d’un petit nombre de cas
d’hypoalphalipoprotéinémie familiale (35). Cette forme familiale
d’hypoalphalipoprotéinémie est souvent associée à un catabolisme fractionnel accru
Figure 3. ABCAI, efflux de phospholipides et maturation des HDL. L’ABCAl est
essentielle pour l’efflux de phospholipides et la maturation des HDL. Ces HDL sont
enrichies de phospholipides et d’esters de cholestérol sous l’influence de la LCAT. Les
HDL aboutissent finalement au foie où elles sont internalisées par le SR-Bl. Dans la
maladie de Tangier, la mutation de l’ABCAl est incapable de lipider l’apoA-l, provoquant
sa dégradation rapide par les reins et une chute des particules HDL plasmatiques. PL $
Phospholipides, FC : Cholestérol libre, CE t Esters de cholestérol, LCAT t la lécithine
cholestérol acyl transférase. (Adaptation d’après Owen JS. 2002) (69)
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(FCR ou Fractional Catabolic Rate) de l’apoA-l dans le plasma (70) qui, par conséquent,
fait chuter le nombre de particules HDL plasmatiques.
D’autres dyslipidémies associées aux HDL peuvent aussi survenir, bien qu’elles soient
excessivement rares: le déficit familial en LCAT (71) en est un exemple. Nous savons
que tapoA-l sert de cofacteur dans l’activation de la LCAT. Or, chez les patients atteints
de ce déficit enzymatique, la LCAT n’est pas présente en quantité décelable dans le
plasma. Par ailleurs, ces patients présentent une hypoalphalipoprotéinémie souvent
associée à la présence de particules LDL anormales, riches en cholestérol libre et en
phospholipides, que l’on désigne par le nom de lipoprotéines x (Lp-x). Cette maladie,
héréditaire, est transmise selon un mode autosomique récessif. Sa forme homozygote
est caractérisée par une opacification cornéenne marquée, par la présence d’un arc
lipoïdique, ainsi que par une athérosclérose précoce.
Bien entendu, il existe encore d’autres anomalies rares reliées au catabolisme des HDL:
la “fish eye disease” qui se caractérise par une opacification cornéenne diffuse, un
déficit en HDL et une hypertriglycéridémie (72). Au niveau moléculaire, certaines
mutations de la LCAT provoquent cette maladie (73).
1.4.2 Maladie de Tangier
Certaines maladies tares (hypoatphalipoprotéinémies familiales) permettent de mieux
comprendre le métabolisme complexe des HDL. C’est le cas de la maladie de Tangier.
Cette affection est associée à un taux de HDL très bas, et les sujets atteints de la forme
homozygote de la maladie présentent, outre une coronaropathie précoce, une coloration
orangée des amygdales, une hépatosplénomégalie, des opacités cornéennes, et une
neuropathie périphérique. L’ensemble de ces anomalies est dû à une accumulation des
esters de cholestérol dans les macrophages (74). L’équipe de M. Oram J.F a démontré
que les fibroblastes des patients atteints de cette maladie subissent une diminution nette
de leurs efflux de cholestérol vers les particules HDL (17). Trois autres équipes
(1 7,19,20) ont pu démontrer que l’anomalie moléculaire responsable de la maladie de
Tangier était liée à des mutations d’un gène appelé ABCA1, qui code pour une protéine
responsable de I’efflux de cholestérol cellulaire. Ce cholestérol est, chez le sujet normal,
transféré vers des particules HDL natives riches en ApoA-l, lesquelles sont transformées
en HDL matures par un enrichissement en phospholipides, et en esters de cholestérol
grâce à l’action de la LCAT.
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1.4.3 La déficience familiale en HDL
Au-delà de l’exemple démonstratif de la maladie de Tangier, il a été prouvé, par Marci)
et al. (75) que d’autres mutations du gène de l’ABCAl étaient impliquées dans
l’hypoalphalipoprotéinémie familiale, telle que la déficience familiale en HDL. Dans les
études où quelques cas de cette maladie ont été décrits (14-16), les sujets affectés
présentaient de très bas niveaux de cholestérol-HDL plasmatique, soient inférieurs au 5e
percentile de la population selon l’âge et le sexe, un niveau d’apoA-l de 20% à 50% de
la normale, et une absence de signes cliniques de la maladie de Tangier. Ces patients
ne présentaient pas non plus de diabète et d’hypertriglycéridémie sévère. En fait, la
déficience familiale en HDL apparaît comme transmise selon un mode autosomique
dominant ou codominant de type mendélien. Des études métaboliques sur la cinétique
in vivo des apolipoprotéines-HDL radiomarquées au (D,D,D) leucine ont démontré chez
les sujets affectés un hypercatabolisme marqué de l’apoA-I et des particules HDL (18)
tel que rencontré dans plusieurs cas d’hypoalphalipoprotéinémie (70,76).
1.4.4 Les variantes de l’apoA-l
Un certain nombre de mutations affectant la structure et le point isoéléctrique de l’apoA-I
ont été décrites dans plusieurs populations américaines et européennes. Jusqu’à
présent, au moins 11 mutations différentes ont été identifiées, et 2 isomorphes, l’apoA
‘Miano et l’apoA-Iiowa, ont été associés à de faibles taux de cholestérol-HDL. L’apoA-liowa
résulte de la substitution d’un acide aminé, l’arginine, par la cystéine sur le résidu 173
(ARG173-÷CYS) (77). Ces mutations présentent un hypercatabolisme de l’apoA-l.
D’autres mutations ponctuelles du gène de l’apoA-l ont également été rapportées (78).
Ces mutations entraînent une réduction marquée des niveaux de cholestérol-HDL et
d’apoA-l, et pourraient affecter le transport intracellulaire du cholestérol.
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1.5 Événements biochimiques de l’homéostasie cellulaire du cholestérol
1.5.7 Liaisons des HDL aux récepteurs
Un des mécanismes importants de génération des particules HDL plasmatiques est
l’interaction entre les apolipoprotéines libres et les cellules (79). Au moins deux
processus biochimiques peuvent répondre aux HDL (ou probablement à l’apoA-l), le
premier processus étant la mobilisation du cholestérol intracellulaire et le second étant
relié aux propriétés des particules HDL à induire plusieurs effets mitogéniques (80,81).
La recherche d’un récepteur spécifique des HDL a suscité un grand intérêt au cours des
dix dernières années. Plusieurs études ont identifié des récepteurs putatifs d’HDL ayant
une masse moléculaire variant de 58 à 120 kDa (82,83) et, dans la plupart des cellules
humaines, de 100 à 720 kDa. L’une de ces protéines appelée HDL-binding protein
(HBP) (84,85) a été reconnue plus tard comme étant la vigiline, une protéine riche en
valine-glycine-leucine, liant l’ARN (86,87) et étant régulée par le cholestérol
intracellulaire dans les fibroblastes (88,89). Des études de cross-Iinking ont récemment
montré que l’ABCAl peut fixer l’apoAl pauvre en lipides (pre3-HDL) (90). L’efficacité de
la liaison est déterminée par les différentes classes des HDL. En effet, les HDL3 ont une
capacité moindre à se lier à l’ABCAl comparées aux particules pref3-HDL, et elles ne se
lient pas aux grosses particules HDL2 (91). L’ABCAl peut donc promouvoir un efflux
cellulaire rapide vers les particules pre3-HDL, lesquelles représentent une fraction
minoritaire des HDL plasmatiques. Les pre3-HDL sont métaboliquement efficaces,
comprenant des apoA-l ainsi qu’un nombre faible de molécules de cholestérol et de
phospholipides (64). La lipidation de l’apoA-l par l’ABCAJ augmente la taille des HDL
qui se transforment en HDL matures par acquisition des esters de cholestérol, grâce à
l’action de la LCAT.
Ce phénomène de lipidation nécessite un ligand ainsi qu’un récepteur fonctionnel. En
effet, des études récentes ont montré que les macrophages de souris J774 transfectés
avec les mutants d’apoA-l (delta (1 85-243)) abolissent presque complètement l’efflux de
cholestérol modulé par l’AMPc (92). Ces études suggèrent aussi que l’hélice centrale de
l’apoA-l, et particulièrement les résidus d’acides aminés (220-231), soient nécessaires
lors de la liaison avec l’ABCAl afin d’effluer le cholestérol et former des HDL. De plus,
d’autres études ont démontré que les délétions de résidus d’acides aminés (221-243)
(hélice 10) bloquent complètement l’efflux de cholestérol et la liaison avec I’ABCAl dans
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des macrophages de souris RAW stimulés avec I’AMPc (93). Enfin, en ce qui a trait au
récepteur, une étude a montré que chez quatre patients atteints de la maladie de
Tangier, les différentes mutations naturelles dans le domaine extracellulaire de la
protéine ABCA1 n’affectent pas son expression à la membrane plasmique, mais altèrent
la liaison à l’apoA-l ainsi que l’efflux de cholestérol (94). Ces données suggèrent donc
que la liaison de l’ApoA-l au récepteur ABCA1 nécessite une interaction physique
directe entre ces deux protéines pour permettre un efflux efficace de cholestérol ainsi
qu’une maturation des particules HDL.
1 .5.2 Transduction des signaux cellulaires
Les particules HDL exercent leurs fonctions anti-athérogènes (revue détaillée (95)) à
partir de réponses contrôlées par les voies de transductions des signaux cellulaires
(Tableau 1). Les HDL peuvent induire l’activation de la phospholipase C spécifique au
phosphoinositol (Pl-PLC) (24,26), des phospholipases C et D spécifiques à la
phosphatidylcholine (PC-PLC, PC-PLD) (24,25) et de la protéine kinase C (27), de la
même façon qu’ils peuvent induire la libération du calcium intracellulaire (26,96) (97).
L’équipe de Garver et al. a montré que les HDL sont capables de mener la
phosphorylation de deux protéines, soient la Rat-1 et la MEK-1, dépendantes des
protéines G-trimériques (sensibles au traitement de la pertussis toxin), et appartenant à
la famille des protéines kinases à activité mitogène (MAF kinases ou mitogen-Activated
protein Kinase) (98). Certaines de ces réponses cellulaires sont mimées par l’apoA-l.
L’effet mitogénique des HDL alors observé, répond à des concentrations hautes en
HDL, allant de 300 à 500 pg/mL dans les cellules endothéliales ou les cellules
musculaires lisses. En ce qui nous concerne, nous nous en tiendrons seulement aux
événements de signalisation cellulaire en relation avec l’efflux de cholestérol qui
répondent probablement à des concentrations faibles en HDL (ou apoA-l).
À l’heure actuelle, bien des choses demeurent inconnues aux sujets de la relation entre
la liaison de l’apoA-l à la surface de la cellule, des voies de signalisation cellulaire, de la
protéine ABCA1 et de l’efflux de cholestérol.
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Tableau I. Signalisatïon întracellulaïre par les HDL ou l’apoA-l
Type de Mime
signalisation Type cellulaire l’apoA-l References
Fibroblastes, cellules
Pl-PLC musculaire lisses, cellules Non (24,26,96,99)
endothéliales
PC-PLC Fibroblastes, thrombocyte Oui (24,25,100,101)
PC-PLD Fibroblastes, thrombocyte Oui (24,102)
PKC Fibroblastes, thrombocyte, Oui (26,27 103 104)Trophoblastes
MAPK Fibroblastes Non (98,105)
AMPc Trophoblastes Oui (106)
Oxide Nitrique Cellules musculaires lisses, Non (107-110)(NO) thrombocyte
Tyrosine Kinase Cellules mésangiales Oui (111)
• . 2+ Fibroblastes cellulesLiberation de Ca
.




Pl-PLC représente la phospholipase C spécifique au phosphatidyl-inositol; PC-PLC, la
phospholipase C spécifique à la phosphatidy-choline; PC-PLD, la Phospholipase D
spécifique à la Phosphatidy-choline; MAPK, mitogen-activated protein Kinase.
Adaptation d’après Nofer JR. et al. 2002 (11 3)d}
Thrombocyte Oui (25,26,96,101,105)
Voies des phospholipases
Les phospholipases jouent un rôle important dans l’efflux de cholestérol cellulaire. Dans
les fibroblastes de sujets présentant la maladie de Tangier, certaines voies des
transductions de signaux sont altérées. En ce sens, on a observé une forte diminution
de l’activité de la Pl-PLC (26), de la PC-PLC et de la PC-PLD en réponse à une
stimulation des fibroblastes par des HDL3 et de l’apoA-I (25). Les produits cellulaires
générés suite à l’activation de la PLC et de la PLD sont respectivement le diacylglycérol
(DAG) et l’acide phosphatidique (PA). Le DAG est l’activateur physiologique de la
protéine kinase C (PKC). La stimulation de la PKC par un agent pharmacologique
conduit à normaliser l’efflux de cholestérol dans les cellules de Tangier (114). De même,
le traitement des macrophages normaux des souris avec le phorbol ester, un activateur
de la PKC qui imite le DAG, stimule fortement l’efflux de cholestérol par l’apoA-l (115).
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Quant à la PLD et son produit (PA), ils sont souvent associés au transport vésiculaire
dans l’appareil de Golgi, puisque la PLD se lie aux protéines G monomériques Atf(ADP
ribosylation factor), reconnues comme des cofacteurs efficaces pour l’activité de la PLD
(116,117).
D’un point de vue physiologique, la protéine kinase C serait activée par la fixation des
HDL à la membrane plasmique. En fait, cette activation se traduirait par la translocation
de la PKC du cytosol vers la membrane plasmique (27), impliquant possiblement
l’activation de la PC-PLC et de la PC-PLD ainsi que l’interaction de molécules couplées
à la protéine G (25,26). La liaison des particules HDL à un récepteur potentiel à la
membrane plasmique des fibroblastes stimule la phosphorylation de plusieurs protéines
de différents poids moléculaires. Ces protéines sont notamment les ERK-1 et les ERK-2,
appartenant à la famille des protéines kinases à activité mitogène (MAP kinases). Cette
phosphorylation serait partiellement contrôlée par la PKC (118). Les isomorphes de la
PKC a, , et sont présents dans les fibroblastes, alors que les formes f3i, f32, y et i y
sont absentes ou très faiblement exprimées (119). Dans ce modèle, l’activation de la
PKC est nécessaire à la translocation des pools de cholestérol cellulaire vers la
membrane plasmique contrôlée par des apolipoprotéines (115).
Transport vésiculaire et protéines-G
Un certain nombre d’évidences démontrent que la liaison d’une apolipoprotéine à la
cellule induit un transport vésiculaire et une exocytose de molécules de cholestérol et de
phospholipides. De plus, une altération de l’appareil de Golgi par la brefaldine A inhibe
l’efflux de cholestérol cellulaire (120,121). Des études en microscopie électronique
montrent que les apoA-l et les apoE stimulent le transport vésiculaire et favorisent
l’exocytose des lipides. Ce mécanisme impliquerait possiblement des radeaux lipidiques
riches en cholestérol et en phospholipides (Domaines Rafts) (122). Les apolipoprotéines
peuvent recruter des vésicules f3-COP, et les colocaliser avec des lipides dans des
vésicules d’exocytose à la surface de la cellule (123). Les protéines f3-COP
appartiennent à la famille des vésicules COPI, lesquelles sont constituées de sept sous
unités de COP (Œ, f3, f3’, y, et -COP) et un facteur de ribosylation ADP (ARF), et sont
détectées dans les endosomes et les lysosomes (124). De même, il a été démontré que
le récepteur ABCA1 pouvait aussi être localisé dans les endosomes et les lysosomes
riches en cholestérol (125,126). L’ensemble de ces données suggère donc que
l’ABCAl puisse se localiser avec des vésicules de transport nécessaires à
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l’acheminement du cholestérol des endosomes vers la membrane plasmique, puis vers
l’accepteur final : l’apoA-l (transport par navette).
D’autres vésicules de transport sont impliquées dans le transport des lipides, dont les
petites protéines-G, qui lient le GTP. L’équipe de M. Walter et al. a démontré qu’une
accumulation des protéines G (RhoA, RhoB, RhoG et Rac-1) dans des fibroblastes de
Tangier (127), pourrait potentiellement être impliquée dans le phénotype de la maladie
et dans la régulation du transport intracellulaire du cholestérol. D’autres familles de
petites protéines G seraient aussi impliquées dans l’efflux de cholestérol. En effet,
Hitano et al. ont relevé, dans des fibroblastes et des macrophages de Tangier, une
diminution sévère des protéines Cdc42, appartenant à la famille des rho GTPase et
étant imliquées dans les réarrangements des filaments d’actine (128). Par transfection
des cellules normales avec le dominat négatif de la protéine Cdc42, l’efflux de
cholestérol est réduit significativement. Une réponse similairement altérée est recréée
dans des fibroblastes de sujets normaux par un prétraitement des cellules avec la toxine
de pertussis, laquelle affecte l’activité de la protéine G, suggérant son implication dans
la maladie de Tangier (25).
L ‘A MP cyclic intracellulaire
L’étude de I’AMP cyclic (AMPc) et de l’efflux de cholestérol cellulaire suscite encore un
grand intérêt. L’équipe de Smith et al. ont rapporté que l’AMPc induit un récepteur relié à
l’apolipoprotéine, en même temps qu’il augmente l’efflux de cholestérol (129). Plus tard,
le même groupe a montré que la modulation de l’AMPc est associée à une liaison à la
membrane plasmique, à une endocytose, et à une resécrétion de l’apoA-l dans des
cellules de macrophages de souris (130). De plus, l’augmentation de l’efflux de
cholestérol qui suit cette modulation de l’AMPc a aussi été observée pendant la période
de resécrétion de l’apoA-l.
Le niveau d’AMPc intracellulaire est déterminé pat l’équilibre des activités entre
l’adenylate cyclase (libère l’AMPc) et les différents types de phosphodiestérases
(dégrade l’AMPc). En utilisant le (3H)-mevalonolactone, un précurseur marqué de
cholestérol, on constate que l’efflux de cholestérol est augmenté par la présence d’un
activateur de l’adénylate cyclase (Forskolin) ou d’un inhibiteur de la phosphodiestérase
(IBMX) dans les fibroblastes humains et les cellules aortiques endothéliales (131).
L’aspect énigmatique de l’effet de l’AMPc sur un récepteur contrôlant l’efflux de
cholestérol est en partie élucidé grâce à la découverte de I’ABCAI. En effet, il a
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récemment été démontré que l’AMPc est à la fois impliquée dans l’augmentation de la
liaison de l’apoA-l à la surface de la cellule, dans l’augmentation de l’expression génique
de l’ABCAl et, enfin, dans l’augmentation de l’efflux de cholestérol dans les
macrophages (28). L’effet transcriptionnel de l’AMPc sur l’ABCAI a seulement été
identifié dans les macrophages (30). L’AMPc est considérée comme étant le seul
médiateur de l’activité de la protéine kinase A (PKA). De ce fait, le niveau d’AMPc
intracellulaire et l’activation de la PKA peuvent jouer un rôle considérable dans la
modulation de l’efflux de cholestérol cellulaire.
Les caveolœ
Le cholestérol est essentiel à l’intégrité structurale et à la fonction des caveolœ (132).
Plusieurs observations supportent l’idée de l’implication des caveol dans le maintien
de l’équilibre du cholestérol (133). Les caveolœ, connues depuis plus de 50 ans, sont
des structures uniformes qui forment des invaginations à la membrane plasmique.
Enrichies de cholestérol et de sphingolipides, les caveoI forment un sous-groupe des
domaines Rafts. La cavéoline est la protéine principale dans les caveolœ et elle joue un
rôle multifonctionnel, incluant l’endocytose, la trancytose, l’homéostasie et le transport
du cholestérol. Les caveolœ semblent être des sites très importants pour le transport du
cholestérol des organes intracellulaires vers les accepteurs extracellulaires de
cholestérol (HDL). En ce sens, une régulation négative de la cavéoline abolit
complètement l’efflux de cholestérol dans les fibroblastes humains. À l’inverse, une
surexpression de la cavéoline augmente l’efflux de cholestérol et la quantité du
cholestérol cavéolaire (133). Le transport du cholestérol des organes intracellulaires
vers les caveoI est un processus apparemment régulé par des apolipoprotéines. En
effet, une courte incubation de l’apoA-l sur des fibroblastes stimule la translocation du
cholestérol intracellulaire vers les caveols, alors qu’une longue incubation de l’apoA-l
augmente l’expression de la cavéoline (134). Grâce à son action d’ancrage, la cavéoline
se lie à une variété de protéines de signalisation, comme la GaqI GŒOI Ga (135),
l’adenylate cyclase I PLCf32 (136), la PLD I PKCŒ (137), la PKA (138) et la PKC6 (139).
Des récepteurs possédant des pouvoirs de signalisation sont aussi présents dans les
caveoI, comme le récepteur à l’insuline (140,141), le récepteur de facteur de
croissance épidermique (EGFR) (142) et le SR-Bl, un récepteur des HDL (65).
Ces données supportent l’hypothèse que le mécanisme de translocation cellulaire du
cholestérol implique principalement des voies de transduction de signaux incluant: 1) la
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régulation des phospholipases dépendantes de la protéine G (qui fixe probablement un
récepteur à douze domaines transmembranaires); 2) L’activation des protéines kinases
A et C; 3) la phosphorylation de protéines clés impliquées dans l’efflux de cholestérol.
Des structures spécifiques comme les caveolœ peuvent colocaliser ces voies de
signalisation avec le transport de cholestérol (figure 4). Un défaut moléculaire au niveau
d’un effecteur en amont des voies de signalisation altérerait donc le transport vésiculaire





Figure 4. Modèle de l’effet de I’apoA-l ou des HDL sur la signalisation cellulaire. La
liaison de I’apoA-I à la surface de la cellule induit l’activation des phospholipases
PC-PLC, PC-PLD et PI-PLC qui génèrent le DAG et le PA. Ces voies pourraient
impliquer des protéines-G nécessaires au transport du cholestérol. L’activation de la
PKC stimule la phosphorylation des protéines de poids moléculaire de 14, 18, 65 et 71
Kda, possiblement impliquées dans l’efflux de cholestérol cellulaire. L’activation de
l’adenylate cyclase (AD) augmente l’AMPc cellulaire qui est un médiateur important de
la PKA, une kinase qui est probablement impliquée dans la régulation du cholestérol.
L’apoA-l peut induire un transport vésiculaire et une exocytose de molécules de
cholestérol et de phospholipides via le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi.
Les cavéolines peuvent faciliter le mouvement du cholestérol à la membrane plasmique




(14,18, 65, et 71 KD)
Golgi -
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1.6 Rôle des transporteurs ABC
1.6.1 Description des transporteurs ABC
L’ABCAl appartient à la grande famille des gènes d’ATP-binding-cassette (ABC) codant
pour des protéines transmembranaires. Les protéines ABC sont des transporteurs qui
présentent deux domaines intracellulaires de liaison de I’ATP. Ils utilisent l’énergie
libérée par l’hydrolyse de I’ATP pour transporter diverses molécules (ions, acides
aminés et protéines, sucres, phospholipides et variété de drogues) à travers la
membrane biologique ainsi qu’à travers les membranes intracellulaires du réticulum
endoplasmique et de la mitochondrie (143). Des mutations dans les transporteurs ABC
sont à l’origine de différentes maladies génétiques (tableau Il). Chaque membre de la
famille ABC contient un ou deux domaines de six segments transmembranaires et un ou
deux domaines cytosoliques nommés Nuc!eotid Binding FoId (NBF). Les NBF
comportent deux motifs peptidiques (walker A et Walker B) et une séquence très
conservée d’acides aminés entre les deux motifs (21). Les transporteurs ABC qui
contiennent un domaine cytosolique et un domaine transmembranaire sont appelés des
“demi-transporteurs” et peuvent être assemblés en homo ou en hétéro-dimers afin de
former un transporteur fonctionnel (144). Quant à l’ABCAl, il est formé de deux “demi-
transporteurs” liés par un segment hydrophobe, apparemment important pour la
translocation des lipides (Figure 6).
1.6.2 Râle de I’ABCAl dans le transport inverse du cholestérol.
Le transport inverse du cholestérol est un important mécanisme d’élimination de l’excès
de cholestérol des tissus périphériques vers le foie (145,146). Le phénotype des
macrophages de Tangier suggère que l’ABCAl joue un rôle primordial dans le transport
inverse du cholestérol. L’apoA-l serait le précurseur principal de ce mécanisme, étant
synthétisée et sécrétée essentiellement par le foie et les intestins ou régénérée par les
particules matures des HDL. L’apoA-l, ne circulant pas librement, elle acquière le
cholestérol libre ainsi que les phospholipides des tissus périphériques par un
mécanisme dépendant de l’ABCAl (figure 5).
Les particules HDL3 puis HDL2 matures ainsi formées, délivrent leurs esters de
cholestérol dans le foie, pour être ensuite éliminer dans la bile.
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Tableau Il. Principales maladie et phénotypes causés par les gènes ABC
Localisation
Gène Désordre Mendellien Fonction
chromosomique
9q32.1 Efflux de phospholipides
1p21.3 Efflux de N-Retinylidiène
7q21.12 Résistance aux drogues
6p21 .3 Transport de peptides
6p21 .3 Transport de peptides
7q21.12 Transport de PC
Xq21-q22 Transport du cluster FeIS
2q24.3 Transport du sel biliaire
10q24.2 Efflux des anions organiques
7q31.31 Transport des ions chlorides
2p21 Transport des stérols
2p21 Transport des stérols
ABCA1 Maladie de Tangier, FHD
ABCA4 Stargardt










FHD, Hypoalphalipoprotéinémie familiale; AMD, dégénérescence maculaire liée à l’âge;
PFIC, choléstasie intrahépatique familiale progressive; ICP, choléstasie intrahépatique de
grossesse; PC, phosphatidylcholine; XLSNA, anémie et sideroblastose associé au
chromosome X. Adaptation d’après Dean M. et al. 2002 (143).
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Il est possible de se demander si l’ABCAl est la principale protéine contribuant au
transport inverse du cholestérol afin d’augmenter les niveaux d’HDL plasmatiques et
ainsi protéger contre l’athérosclérose.
Il est vrai que des variations génétiques à l’intérieur même de la protéine ABCA1 sont
associées à un risque de développement de l’athérosclérose dans la population
générale [Revue dans (147)]. Par ailleurs, des expériences sur des souris transgéniques
ont donné des résultats contradictoires. En effet, deux équipes ont démontré que la
surexpression de I’ABCAl humaine augmente à la fois les niveaux des HDL et de
l’apoA-l, et stimule l’efflux de cholestérol dans différents types cellulaires (148,149).
Dans le foie de la souris, cette surexpression est accompagnée d’une augmentation des
sécrétions de cholestérol et de phospholipides dans la bile (148). Chez les poulets
WHAM (Wisconsin hypoalpha mutant), un modèle animal comparable aux patients
atteints de la maladie de Tangier ayant une mutation dans le gène de l’ABCAl, on a
décelé une accumulation de cholestérol dans le foie due à la diminution de la sécrétion
dans la bile (150). Ces résultats démontrent donc que I’ABCAI contribue majoritairement
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au mécanisme de transport inverse du cholestérol dans les tissus périphériques, ainsi
qu’au métabolisme du cholestérol dans le foie (Figure 5). Cependant, d’autres études à
partir de souris transgéniques montrent que la surexpression de I’ABCAl n’augmenterait
pas les HDL plasmatiques, et ce, malgré l’augmentation de l’efflux de cholestérol dans
les macrophages (151). De même, dans une autre étude, des souris déficientes en
ABCA1 (knockout) ne présentent pas d’altération dans la sécrétion de cholestérol et de
phospholipides dans la bile (152). Cela suggère donc l’implication d’autres mécanismes
ou transporteurs dans le métabolisme du cholestérol et des phospholipides dans le foie.
En utilisant des souris déficientes en ABCAI, l’équipe de Marcel et al. a renforcé cette
hypothèse en démontrant que le foie est toujours capable de générer des particules
HDL (153).
Figure 5. Modèle de transport inverse du cholestérol contrôlé par le transporteur
ABCAJ. L’apoA-l, sécrétée essentiellement du foie, acquière le cholestérol (C) et les
phospholipides (PL) des cellules périphériques, comme les macrophages et les
fibroblastes, et forme des particules HDL discoïdales. Ces disques maturent en HDL à
travers l’action de la LCAT. Les esters de cholestérol (CE) sont transportés directement
dans le foie grâce au récepteur Scavanger (SR-B1) et dans les cellules
stéroidégéniques (non présenté ici). Après action de la CETP, les LDL s’internalisent
dans les hépatocytes grâce au récepteur des LDL (LDL-R). L’excès du cholestérol est
sécrété dans la bile et l’apoA-l est ensuite recyclée dans le plasma. Si l’apoA-l n’est pas








La voie du transport inverse du cholestérol implique l’interaction de plusieurs gènes
(154). La compréhension de la participation de l’ABCAl dans le métabolisme du
cholestérol à l’échelle de l’organisme entier, nécessite des études supplémentaires à
l’aide d’un modèle animal bien défini.
À l’échelle de la cellule, le mécanisme moléculaire de l’efflux de lipides contrôlé par
l’ABCAl n’est pas encore tout à fait élucidé, mais plusieurs modèles ont été mis de
l’avant. Certaines études proposent que l’ABCAl soit localisé dans les domaines Rafts
et qu’il permette l’efflux de cholestérol (122). Par ailleurs, d’autres études suggèrent le
contraire (155), que selon les types cellulaires, les domaines rafis et d’autres domaines
puissent aussi participer à l’efflux de cholestérol contrôlé par l’ABCAl (156).
Malheureusement, les études n’ont pas encore réussi à localiser l’ABCAl dans les
caveoI (122) source importante de cholestérol. Ceci vient donc confirmer les
observations faites à partir des cellules de Tangier (ABCA1 défectueux) selon lesquelles
un défaut de l’efflux de cholestérol vers l’apoA-l n’est pas associé à un défaut quantitatif
de cholestérol cavéolaire (64,133).
Les efflux de cholestérol et de phospholipides contrôlés par I’ABCAl peuvent se
dissocier (91,157). Selon ce modèle, l’apoA-l se lipiderait en deux étapes. L’étape
initiale serait contrôlée par l’interaction physique entre l’apoA-l et l’ABCAl (28,158), afin
qu’il ait formation d’un complexe ApoA-l/phospholipides. La deuxième étape permettrait
la désorption du cholestérol des domaines membranaires vers ce même complexe par
un mécanisme indépendant de l’ABCAl (91,159). Par ailleurs, nous avons démontré
dans notre laboratoire une corrélation significative entre l’efflux de cholestérol et l’efflux
des phospholipides dans les fibroblastes des soixante-quatre patients qui présentaient
une déficience au niveau des HDL plasmatiques (22). Ceci suggère que l’ABCAl libère
simultanément un efflux de phospholipides et de cholestérol. D’autres transporteurs
ABC sont impliqués dans l’exo-transport des lipides, comme le transporteur ABCB4 qui
est localisé dans les membranes canaliculaires des hépatocytes et qui joue un rôle
important dans la sécrétion des molécules de phosphatidylcholine dans la bile (160).
Ces transporteurs sont spécifiques à un seul substrat, contrairement à l’ABCAl qui
transporte deux substrats (le cholestérol et les phospholipides). Une explication possible
de ce phénomène est que l’accumulation de cholestérol par les cellules cause la mort
cellulaire et que le ratio cholestérol!phospholipides protège de la nécrose cellulaire. Des
études ont montré que le chargement des macrophages en cholestérol augmente la
synthèse des molécules de phospholipides (161), créant ainsi une réponse protectrice
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contre l’accumulation toxique du cholestérol libre. Dans ce modèle, l’expression de
I’ABCAl est augmentée, aidant ainsi les macrophages à se débarrasser de leur
accumulation excessive de cholestérol et de phospholipides.
Donc, I’ABCAI serait un transporteur aussi bien spécifique pour les molécules du
cholestérol que pour celles des phospholipides, agissant sur des cellules accumulant
ces deux types de substrats.
1.6.3 Régulation de l’ABCAl et de l’efflux de cholestérol
Ces dernières années, la compréhension des mécanismes moléculaires qui contrôlent
l’expression de l’ABCAl et d’autres types de transporteurs ABC, a beaucoup progressé.
Étant donné que l’ABCAl est le récepteur débarrassant les cellules de leur excès de
cholestérol, il est logique que le chargement des macrophages en cholestérol augmente
à la fois sa transcription et son efflux de cholestérol (162,163). L’efflux de cholestérol et
des phospholipides est contrôlé par les hétérodimères que forment les récepteurs
nucléaires liver X receptor (LXR) et retinoid X receptor (RXR). Les facteurs de
transcription LXR et RXR appartiennent à la famille des récepteurs nucléaires et ils
stimulent l’expression de l’ABCAl en présence des oxystérols et des acides rétinoïques
respectivement (164,165). Le traitement des cellules avec l’un de ces agonistes
augmente la transcription, mais leur effet combiné est beaucoup plus marquant
(164,165). LXR et RXR forment un hétérodimère et se fixent sur le premier intron du
promoteur de l’ABCAl (149,164,165). Le cholestérol pris par les cellules doit être
converti en 22-hydroxycholestérol (22-OH), 24-hydroxycholestérol, 27-
hydroxycholestérol et en 24,25-epoxycholestérol, lesquels peuvent être les ligants
physiologiques de LXR (1 66)208). L’incubation des macrophages de souris avec le 22-
OH ou le T0901317, un agoniste sélectif de LXR, cause une augmentation de trois fois
l’ARNm de l’ABCAl (167). Par ailleurs, dans une autre étude, cette induction était
absente des macrophages isolés des souris déficientes en facteurs de transcription
LXRŒ and LXRf3. D’autres travaux démontrent que le traitement en oxystérols des
fibroblastes NIH 3T3 ou des macrophages RAW264 augmente l’expression de I’ABCAl
(168). Dans ces mêmes travaux, l’expression rétrovirale de LXRŒ dans ces cellules
augmente de 7 à 30 fois l’expression de l’ABCAl et de l’efflux de cholestérol. On peut
aussi souligner que l’expression d’un autre transporteur de la même famille, I’ABCGl,
lequel semble impliqué dans la régulation de l’homéostasie du cholestérol intracellulaire
dans les macrophages (169), est également contrôlée par RXRILXR. La compréhension
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des mécanismes de contrôle de ces gènes par les récepteurs nucléaires RXRILXR
constitue un champ d’investigation prometteur dans la lutte contre l’athérosclérose.
L’AMPc représente aussi un aspect clé dans la modulation de l’expression de l’ABCAl.
Des études démontrent que le traitement des macrophages RAW264 avec le 8-Br-cAMP
(8-Bromo-AMPc) augmente en même temps l’expression de l’ABCAl, l’efflux de
cholestérol et la liaison de l’apoA-l à l’ABCAl, et ce, en utilisant la méthode de
cross-linker (28,29). Oram et al. suggèrent que l’effet inducteur de l’AMPc se fasse via
l’augmentation de la transcription du gène, plutôt que par celle de la stabilité de l’ARNm
ou de la protéine de l’ABCAl (28). L’effet de la l’AMPc sur l’expression de l’ABCAl est
apparemment spécifique aux macrophages et il n’a pas été vu dans d’autres types
cellulaires (30). Seulement des fibroblastes immortalisés peuvent répondre au traitement
de l’AMPc mais cet effet est souvent modeste et demande un chargement des cellules
en cholestérol (162,170). Par ailleurs, comme mentionné précédemment, l’efflux de
cholestérol augmente en présence d’un activateur de l’adenylate cyclase (Forskolin) ou
un inhibiteur de la phosphodiestérase (IBMX), et ce, dans des fibroblastes humains et
des cellules aortiques endothéliales (131). lI semble donc que l’AMPc exerce une
régulation différente selon le type cellulaire. Personne, à l’heure actuelle, n’a identifié les
éléments moléculaires responsables de la transcription du gène de l’ABCAl ou de
l’augmentation de l’efflux cellulaire de cholestérol.
Du côté de la régulation transcriptionnelle, des études commencent à élaborer des
mécanismes post-transcriptionnels de l’ABCAl touchant, par exemple, la stabilité de la
protéine. Récemment, une étude par Wang N. et al. a démontré que la liaison de
l’apoA-l à son récepteur ABCA1 augmente la disponibilité de la protéine à la membrane
plasmique sans affecter l’ARNm. Cet effet est dû à la présence, dans le domaine
intracytoplasmique de l’ABCAJ, d’une séquence PEST riche en proline (P), en
glutamate (E), en serine (S) et en thréonine (T). Cette séquence régule apparemment la
fonction de l’ABCAl, puisque des mutations ciblées à l’intérieur de cette séquence
augmentent l’efflux de cholestérol contrôlé par l’ABCAl et par la liaison à l’apoA-l (33).
La séquence PEST a souvent été impliquée dans le turnover des protéines parce qu’elle
augmente l’ubiquitination et la dégradation protéasomale contrôlée par les protéases
calpains (171). Ces résultats suggèrent ainsi que l’apoA-l stabilise le récepteur ABCA1
en inhibant les protéases calpains contrôlées par la séquence PEST. Des études
parallèles démontrent l’action de l’apoA-l a un effet positif sur l’ABCAl en inhibant les
protéases de type thiol dans les macrophages humains THP1 (32). De plus, l’ABCAl est
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dégradé dans les macrophages chargés en cholestérol libre, et cette altération de
l’ABCAl est réversible une fois que les voies des protéasomes sont inhibées (172). Le
tableau lii retrace les principaux médiateurs de la régulation de I’ABCAl. Ces données
appuient le concept que l’interaction entre l’apoA-l et I’ABCAl déclenche l’efflux de
cholestérol et de phospholipides en préservant l’ABCAl à la surface de la cellule, et ce,
par des mécanismes de signalisation intracellulaire. Une étude récente vient appuyer ce
concept en démontrant que des mutations naturelles dans le domaine extracellulaire de
I’ABCAl (affectant la liaison à l’apoA-l) des patients atteints de la maladie de Tangier
affectent la translocation de l’ABCAl à la surface de la cellule (173).
Tableau lii. Régulation de l’expression de I’ABCAI
Effecteur Médiateur ABCA1 Mécanisme Références
Stérols LXRŒ, LXR3 + +ABCA1 transcription (164,165)
Rétinoïdes RXR ÷ +ABCA1 transcription (164,165)
Thiazolidinediones PPARy + + LXR transcription (174,175)
GgPP GgPP, Rho + + LXR transcription (176)
? cAMP + +ABCAI transcription (28,30)
? ZNF2O2
- -ABCA1 transcription (177)
? SPi + +ABCA1 transcription (176)
? SP3
- Antagonistes SPi (178)
? USF1/USF2/Fra2
- -ABCA1 transcription (179)
lFNy ? + +ABCA1 transcription (180)
TGFI3 ? - Antagonistes IFNy (180)
Oncostatin M ? + +ABCAI transcription (178)
Acide gras insaturé ?
- +ABCA1 dégradation (181)
Cholestérol libre ?
- +ABCA1 dégradation (172)
Apolipoprotéines ? + -ABCA1 dégradation (32)
LXR représente le Liver X Receptor, RXR, Retinoic X Receptor, PPAR, peroxïsome
proliferator-activating nuclear receptors; GgPP, geranylgeranyel pyrophosphate; IFN,
interferon; TGF, Transforming growth factor SPi, site de liaison sur un promoteur; USE,
upstream stimulating factor; ZNF2O2, zinc finger factor 202. Adaptation d’après Oram
JF. et al. 2003 (182).
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Figure 6: Représentation schématique du transporteur ABCAI. L’ABCAl est
constitué de 12 domaines transmembranaires et de 2 domaines cytoplasmiques NEF
(Nucleotid binding fold). Les NBF1 et NBF2 sont des domaines de fixation des








En 1999, la découverte de l’ABCAl comme étant le gène défectueux chez les patients
atteinst de la maladie de Tangier, a fait rapidement progresser les recherches sur le
métabolisme des HDL et de l’athérosclérose. Les HDL ont un rôle athéroprotecteur et
participent au transport inverse du cholestérol. À l’heure actuelle, l’ABCAl est
considérée comme la protéine principale de formation des particules HDL, et ce, parce
qu’elle élimine l’accumulation du cholestérol dans les macrophages des artères.
L’ABCAl influencerait donc à la fois la progression et la régression des maladies
cardiovasculaires. Cependant, des études futures in vivo avec des modèles animaux
bien définis seront nécessaires à la compréhension de la participation de I’ABCAl à
l’efflux de cholestérol ainsi qu’à la biogenèse des particules HDL dans les tissus
spécifiques (hépatocytes et macrophages). La liaison de l’ApoA-l à l’ABCAl permet
l’efflux de cholestérol et des phospholipides d’une manière coordonnée vers l’apoA-l, et
ce, afin de générer des particules HDL. L’expression de l’ABCAl est régulée au niveau
transcriptionnel et post-transcriptionnel. En effet, l’interaction de l’apoA-l avec l’ABCAl
régule ces deux niveaux de transcription. Les facteurs de transcription LXR et RXR
appartiennent à la famille des récepteurs nucléaires et ils stimulent l’expression de
I’ABCAJ et de l’efflux de cholestérol en présence d’oxystérols et d’acides rétinoïques. La
liaison des HDL ou de l’apoA-I à la surface de la cellule permet l’activation des voies de
transductions cellulaires incluant l’activation des phospholipases C et D, qui lient
probablement des protéines-G, l’activation de la PKC, la génération de l’AMPc ainsi que
la phosphorylation des protéines clés dans l’efflux de cholestérol. Des structures
spécifiques comme les caveolœ peuvent colocaliser ces voies de signalisation avec le
transport de cholestérol. De plus, l’interaction physique entre l’apoA-l et l’ABCAl
stabilise l’ABCAl et augmente l’efflux de cholestérol en empêchant sa dégradation par
les protéases protéosomales. Ainsi, la régulation post-transcriptionnelle de I’ABCAl,
possiblement par des molécules de signalisation, peut constituer une cible potentielle de
développement d’un traitement de l’athérosclérose.
Deuxième partie: contribution originale
Chapitre 2: Énoncé du projet
2.1 Introduction
Un niveau bas de cholestérol-HDL est un important facteur de risque cardiovasculaire (183).
Le transport inverse du cholestérol représente la voie principale de la biogenèse des
particules HDL et du retour de l’excès de cholestérol vers le foie (184). L’ABCAl est
considérée comme une protéine anti-athérogène dans le mécanisme inverse du cholestérol
(147-149). L’efflux de cholestérol cellulaire implique la liaison des particules HDL ou de
I’apoA-l à la membrane plasmique, lesquelles exercent une variété de signalisations
cellulaires impliquant la translocation et l’efflux de cholestérol (chapitre 1). De nombreuses
études ont confirmé que l’apoA-l se lie spécifiquement à I’ABCAl (28,158). Cette liaison a
pour effet d’augmenter l’efflux de cholestérol et des phospholipides vers les particules HDL
naissantes. L’expression de l’ABCAl est régulée pat des mécanismes transcriptionnels et
post-transcriptionnels. L’interaction entre l’apoA-l et l’ABCAl permet la modulation de ces
deux formes de mécanismes. En effet, il a été démontré que la liaison de l’apoA-l avec
l’ABCAl permet l’efflux de cholestérol. Cette déplétion du cholestérol cellulaire a pour effet
de diminuer l’activité des facteurs transcriptionnels de LXRJRXR ce qui, par conséquent,
peut diminuer l’expression de I’ABCAl (165). De plus, l’AMPc a aussi été impliquée dans la
régulation transcriptionnelle de l’ABCAl. En effet, des études démontrent que le traitement
des macrophages avec l’AMPc augmente en même temps l’expression de l’ABCAl, l’efflux
de cholestérol et la liaison de l’apoA-l à l’ABCAJ (28,29). Mais cet effet transcriptionnel de
l’AMPc est apparemment spécifique aux macrophages (30). Par ailleurs, l’apoA-l a un effet
positif sut l’expression de la protéine ABCAI (effet post-transcriptionnel). En effet,
l’interaction physique entre l’apoA-l et l’ABCAl augmente à la fois la concentration
membranaire de I’ABCAl ainsi que l’efflux de cholestérol cellulaire (33). Cet effet est dû à
l’inhibition des protéases calpains dans les ptotéosomes et joue un rôle important dans les
hépatocytes ainsi que dans les macrophages.
Les travaux présentés dans cette thèse ont été réalisés selon l’hypothèse suggérant que la
régulation de l’ABCAl, ainsi que la modulation de l’efflux de cholestérol, seraient contrôlées
par des molécules de signalisation cellulaire impliquant probablement l’interaction entre
l’apoA-l avec et son récepteur ABCA1.
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2.2 Objectifs de l’étude
Dans les études présentées dans cette thèse, nous suggérons que la liaison de l’apoA-t à
I’ABCAl module des voies de transduction de signaux nécessaires à la régulation de
I’ABCAl et à t’efflux de cholestérol cellulaire. Ces voies peuvent inclure l’activation des
voies des phospholipases C et D, la libération de l’AMPc cellulaire, l’activation des protéines
kinases A et C et, enfin, la phosphorylation des protéines de différents poids moléculaire,
lesquelles sont importantes dans la modulation du mécanisme de l’efflux de cholestérol. Un
défaut moléculaire de l’ABCAl peut fortement altérer la liaison de l’apoA-I et la cascade de
transduction des signaux cellulaires et, par conséquent, faire aboutir ces séquences
d’éléments à un défaut de l’efflux de cholestérol cellulaire. Cependant, aucune équipe, à
l’heure actuelle, n’a pu mettre en évidence une relation directe entre l’ABCAl et ces voies
de transductions de signaux qui peuvent constituer un autre volet important dans la
régulation post-transcriptionnelle de l’ABCAl et de la modulation de l’efflux de cholestérol.
C’est d’ailleurs sur ce dernier volet que se sont concentrées nos activités de recherches.
Dans cette thèse, nous avons réalisé les trois études suivantes:
1) Le transport et l’efflux de cholestérol cellulaire vers les HDL sont contrôlés par deux
processus, le premier étant la diffusion passive du cholestérol et des phospholipides de la
membrane plasmique vers l’apoA-l ou vers des vésicules de phospholipides (transport
passif) et le deuxième faisant probablement appel à l’interaction entre l’apoA-l et I’ABCAl
ainsi qu’à la mobilisation du cholestérol intracellulaire via des molécules de signalisation
cellulaire (transport actif). Dans cette première étude, nous avons examiné le transport actif
et passif du cholestérol dans les cellules contrôles, les cellules FHD et celles de la maladie
de Tangiet en utilisant des molécules ayant une affinité pour le cholestérol telles que la
sphingomyéline (SM), la phosphatidylcholïne et la -cyclodextrine. De plus, nous avons
étudié le rôle des molécules dérivées de l’hydrolyse des phospholipases C et D spécifiques
aux phosphatidylcholine, lesquels sont respectivement le DAG et le PA, l’acide
lysophosphatidique (LPA), ainsi que les activateurs et les inhibiteurs de la PKC sur l’efflux
de cholestérol cellulaire.
2) L’AMPc joue un rôle important dans la modulation de l’ABCAl et dans l’efflux de
cholestérol. Pour cette deuxième étude, nous avons examiné, dans les fibroblastes des
sujets normaux, dans ceux des FHD et dans ceux des Tangier, l’effet de l’activation de
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l’adénylate cyclase et de la modulation de la protéine kinase A sur l’expression et la
phosphorylation de I’ABCAl, ainsi que sur l’efflux de cholestérol cellulaire.
3) À la lumière des données obtenues dans la deuxième étude, nous avons émis
l’hypothèse que l’apoA-l stimule l’efflux de cholestérol cellulaire en agissant sur la liaison de
I’ABCAl, sur les niveaux d’AMPc cellulaire, sur l’activation de la PKA et sur la
phosphorylation de I’ABCAl, le tout permettant ainsi la lipidation de l’apoA-l. Notre
hypothèse a été soutenue par des études ultérieures démontrant que, 1) l’efflux de
cholestérol est stimulé par l’interaction physique entre l’apoA-l et les deux boucles
extracellulaires de l’ABCAl (94); 2) l’apoE (lie aussi bien l’ABCAl) pourrait mener la
phosphorylation de la protéine kinase B dans les cellules neuronales via la voie de l’AMPc
dépendante de la PKA (185); 3) les HDL ou l’apoA-l peuvent induire une augmentation de
l’AMPc cellulaire dans les trophoblastes (106).
Dans cette étude, nous avons examiné les mécanismes moléculaires de la phosphorylation
de l’ABCAl et de la génération de l’AMPc cellulaire par la liaison de l’apoA-l à l’ABCAJ. De
plus, nous avons voulu montrer l’association entre le récepteur ABCA1 et les protéines-G
trimériques. Ces mécanismes ont été étudiés dans des cellules normales (ABCA1
fonctionnel) ainsi que dans les cellules de Tangier (ABCA1 défectueux).
2.3 Sélection du modèle et des sujets étudiés
Comme modèle de lignée cellulaire afin d’étudier la modulation de l’efflux de cholestérol,
nous avons principalement choisi les fibroblastes humains. En effet, les cellules
périphériques ou extra-hépatiques (fibroblastes, macrophages, cellules endothéliales, etc.)
synthétisent chaque jour approximativement 9 mg de cholestérol par Kg de masse
corporelle (186). Ce cholestérol doit retourner vers le foie pour un catabolisme efficace. En
ce sens, un défaut dans le transport inverse du cholestérol peut favoriser l’accumulation du
cholestérol dans les patois des artères et ainsi développer l’athérosclérose. C’est le cas de
la maladie de Tangier. Les patients atteints de cette maladie ont un niveau très bas de HDL
plasmatique, dû à l’altération du mécanisme inverse du cholestérol. L’origine moléculaire de
cette affection rare se situe au niveau des mutations sur le gène de I’ABCAl. Ces mutations
sont classées en deux formes: homozygotes et hétérozygotes. Les formes hétérozygotes
de mutations de l’ABCAl se retrouvent chez les patients atteints d’une déficience familiale
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en HDL. Ces patients, ne présentant pas les symptômes cliniques de la maladie de Tangier,
ont un défaut d’efflux de cholestérol vers l’apoA-l ainsi qu’une déficience du taux de
cholestérol-HDL plasmatique ( 0.7 mmol/L). Ces défauts sont transmis selon un mode
autosomique codominant. Pour nos études, nous avons caractérisé un certain nombre de
sujets FHD ayant différentes mutations au niveau du gène de l’ABCAl ainsi qu’un défaut
d’efflux de cholestérol (tableau IV). Les fibroblastes des sujets normaux, ceux des FHD ainsi
que ceux de la maladie de Tangier ont été obtenus par une biopsie de la peau.
Nous avons aussi travaillé sur des lignées macrophagiques J774 exprimant fortement
l’ABCAl et modulant I’efflux de cholestérol cellulaire. Ces lignées ont été utilisées dans
notre protocole pour examiner l’effet de l’AMPc sur l’expression du gène ABCA1, comparé
aux fibroblastes, lesquels n’augmentent pas la transcription du gène de I’ABCAJ par
l’AMPc. Enfin, des cellules endothéliales humaines ont été utilisées comme contrôle négatif
de l’expression de la protéine ABCA1.
38
Tableau IV. Caractérïsation moléculaire du gène de I’ABCAI chez les sujets étudiés








FHDJ 0.27 Exonl4z\2017-9 tL693
FHD2 0.18 Exonl8C2665T R909X
FHD3 0.39 Exon 41 A5618-23 AED1893,4
FHD4 0.18 Exon48C637OT R2144X
FHD5 0.09 Exon 36 GG5277,8C fs 1628G, 01636X
TD1 <0.1 Exon3OT4369C; C1477R
Exon 24 splice site G—>C Partie du transcrit tronquée
TD2 <0.1 Exon 13 Al 730G 0597R
TD3 <0.1 Exon 48 AC6370; nd 2145X; nd
CTR1 et CTR2 représentent les deux sujets contrôles; FHD1-5 sont hétérozygotes pour la
mutation rapportée; TD1 ,3 sont des hétérozygotes et TD2 est homozygote; nd, non déterminé;
fs, framshift (décalage du cadre de lecture).
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ABSTRACT
Familial HDL deficiency (FHD) is the heterozygous form of Tangier disease (TD).
Mutations 0f the ABCA1 gene cause FHD and TD. FHDITD ceils are unabie to normally
effiux choiesterol onto nascent HDL particles, which are rapidiy catabolized. ID
fibroblasts have an abnormal pattern of phosphoiipase C and D (PLC, PLD) activation
foliowing ceil stimulation with HDL3 or apolipoprotein A-l (apoA-l). We examined ceNular
choiesterol efflux in FHD and TD fibroblasts by phospholipid derived-molecuies,
compared with that of normal cells. We used the protein kinase C (PKC) agonist 1,2-
dioctanoyiglycerol (DQG) and phorbol myristate f PMA) to activate PKC, calphostin C
and GÔ 6976, as inhibitors of PKC, phosphatidic acid f PA), the product cf PLD,
lysophosphatidic acid (LPA), phosphatidylchoiine, sphingomyeiin, and J3-cyciodextrin to
investigate their potentiai effect in modulating ceilular choiesterol effiux in 3H-choiesterol
labeied and choiesterol ioaded fibrobiasts. Phosphatidyichoiine, sphingomyeiin or 13-
cyclodextrin promoted choiesterol efflux in an identicai fashion in control, FHD or TD
fibrobiasts. In a dose-dependent fashion, DOG fO-200 pM) increased apoA-I-mediated
ceilular choiesterol effiux by 40% in controls, 71% in FHD, and 242% in TD celis. PMA
simiiarly increased cholesterol effiux to a maximum cf 256% in controls, 182% in FHD
and to 191% in TD ceils. This effect was inhibited by caiphostin C. PA (100 pM) aiso
increased cholesterol efflux by 25% in control, 44% in FHD and 100% in TD celis.
Converseiy, LPA reduced cholesterol effiux in a dose-dependent fashion in contrai and
FHD ceils (-50%, 200 pM) but not in TD cells, where effiux was increased by 140%.
Propranoiol (100 pM) significantly increased choiesterol effiux at 24-hours in ail three
celi unes. N-butanol partially decreased the DOG-mediated increase in cholesterol
efflux. The inhibitory effect 0f caiphostin C on DOG-stimulated cholesterol efflux could
be partially ovetcome by propranolol, suggesting that PA s a downstream mediator of
PKC-stimulated cholesterol efflux. We conclude that PLC and PLD activities are
required for apoA-l-mediated cellular cholesterol efflux and modulating cellular PA
concentration can correct, at least partially, the cholesterol efflux defect in FHD and TD.
Key words: Familial HDL deficiency, Tangier disease, cellular cholesterol efflux, protein
kinase C, phospholipase C and D.
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INTRODUCTION
High-density lipoproteins (HDL) are involved in cholesterol transport and
contribute to a remarkably large spectrum of biological processes1’2. Epidemiological
studies have consistently shown a reverse association between HDL-cholesterol (HDL
C) levels and the presence of coronary artery disease (CAD)310. Most cases of reduced
HDL-C levels are secondary to increased secretion of apolipoprotein (apo) B-containing
lipoproteins 0f hepatic origin. Isolated HDL deficiency is found in approximately 4% of
premature CAD subjects11. Rare causes of HDL deficiency include apoA-l abnormalities,
disorders of HDL processing enzymes and familial HDL deficiency (FHD) or Tangier
disease. Familial HDL deficiency is defined as a HDL-C level <5111 percentile for age- and
gender-matched subjects12 and is caused by a defect in cellular cholesterol efflux onto
nascent HDL particles. Decreased apoA-I- or HDL3-mediated cellular cholesterol efflux
in skin fibroblasts is observed in FHD patients13. A similar defect has also been reported
in cells from Tangier subjects 14-16 (although more severe) and in patients with severe
HDL deficiency17. The reduced cellular cholesterol efflux results in the inability or
inefficiency to provide cholesterol to nascent HDL particles leading to a marked
decrease in the formation of spherical, cholesteryl ester-rich lipoproteins with a
migrating properties on agarose gel electrophoresis13. Kinetic studies on HDL
metabolism with endogenously labeled apoA-l containing particles show that these
particles are rapidly catabolized18. We have recently shown that FHD and Tangier
disease are caused by mutations in the ATP binding cassette—1 (ABCA1) gene on
chromosome 9q31’920. FHD s the heterozygous form of Tangier disease. The ABCAI
gene encodes a member of the ATP-binding transporter superfamily, which is involved
in energy-dependent transport of many substrates across membranes. Other members
of this superfamily are the multidrug resistant (MDR) proteins, and the p-glycoproteins
that are driven by ATP hydrolysis2122.
Studies performed on human skin fibroblasts show that cellular cholesterol
transport and efflux are, in large part, mediated by HDL particles (and other acceptors)
in two separate processes20 23 First, passive diffusion of membrane-associated
cholesterol and phospholipids onto apoA-l-containing lipoproteins or phospholipid
vesicles and a second process by which apoA-l and apoA-l-containing lipoprotein-cell
interaction promotes the hydrolysis of stored cellular cholesteryl esters and subsequent
translocation of cholesterol to the plasma membrane. This process can be inhibited by
brefeldin A and monensin, which disrupt the trans-Golgi network24. Although the precise
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mechanisms of lipoptotein-celi interaction are unclear and, to date, a specific apoA-I or
HDL receptor mediating this effect has not yet been characterized25, a model has been
proposed for cellular cholesterol efflux23. ApoA-I (or HDL3) mediates the activation of
phosphatidychoIine specific phospho!ipases C and D (PLC and PLD) and the hydrolysis
of membrane phospholipids with the generation of diacylglycerol (DAG) and
phosphatidic acid, respectively. This response is postulated to be mediated by a G
protein-coupled receptor and activates protein kinase C (PKC)26. By mechanisms still
poorly understood, cholesterol transocation to the p’asma membrane is stimutated.
In order to determine if the defective cholesterol transiocation and efflux
pathways couid be modulated in vitro, the objective of the present study was to examine
the effects of 1 ,2-dioctanoylglycerol (DOG), phorbol myristate acetate (PMA),
phosphatidic acid (PA), lysophosphatidic acid (LPA), sphingomyelin (SM),




Ceil culture medium, supplements and fetal bovine serum (FBS) were obtained from
Gibco BRL. 3H-cholesterol was obtained from Mandel. Cholesterol, 1,2-
dioctanoylglycerol, phosphatidic acid, lysophosphatidic acid, sphingomyelin,
phosphatidylcholine, lysophosphatidylcholine, 3-cyclodextrin, n-butanol and propranolol
were purchased from Sigma, phorbol myristate acetate, calphostin C, diacylglycerol
kinase Inhibitor Il and GÔ 6976 from Calbiochem.
Patient selection. Patients with FHD were selected as previously described12’13. Five
probands from four different kindred with FHD, control subjects and one patient with
Tangier disease have been previously characterized20 27 Briefly, FHD subjects are
defined as having a very 10w HDL-C < 5th percentile for age- and gender-matched with
triglycerides <95th percentile) transmitted as an autosomal co-dominant trait associated
with a marked reduction of HDL3- and apoA-l-mediated cellular cholesterol efflux and
the absence of the clinical signs of Tangier disease. The biochemical characteristics of
these subjects are detailed elsewhere2027. For the present study, we selected fibroblasts
from one normal control subject (CTR), one patient with FHD (ABE) and one patient with
Tangier disease (TD). Analysis of ABCA1 gene revealed a compound heterozygote
state for the TD subject. The FHD patient has been previously referred to as 24430-30 1
(ABE) and the Tangier disease patient as TD1 in Mott et I.27.
Celi culture. Human skin fibroblasts were obtained from 3.0 mm punch biopsies of the
forearm of patients and healthy control subjects and were cultured as described27. We
seeded 5 x 1O ceNs in 35 mm celi culture weBs in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) supplemented with 0.1% nonessential amino acids, penicillin (100 U/mL),
streptomycin (100 pglmL) and 10% fetal bovine serum (FBS). At approximately 50%
confluence, 0.2 pCi 3H-cholesterol/mL was added in the coN medium. When the ceNs
reached confluence, they were washed three times in phosphate buffered saline (PBS)
containing I mg/mL BSA and the medium was replaced by DMEM without serum (colIs
in growth arrest) containing 2 mg/mL BSA and 20 pg/mL of free non lipoprotein
cholesterol for 24 hours. Cellular cholesterol pools were allowed to equilibrate for
another 24 hours in DMEM containing 1 mg/mL BSA. Efflux studies (0-24 hours) were
then performed in the presence and absence of specified efflux modulating signaling
molecules and 10 pg/mL of purified apoA-l. The ce!! culture media used in efflux studies
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was DMEM without serum and 1 mg/mL BSA unless specified. Ail lipid products were
dissolved as recommended by the manufacturer (PA, LPA, and PC were dissolved in
chloroform, SM in chloroform:methanol 1:1; LPC was dissolved directly in Tris buffer,
then evaporated under a stream of nitrogen and tesuspended in a Tris buffer (10 mM
Tris-HCI, 150 mM NaC1, pH 8.00) before being added to the efflux medium. Although the
highest concentrations used in the expetiments neyer exceeded 2%, Tris buffer showed
no influence on cholesterol efflux at concentrations of up to 10% (data not shown).
Modulation of the PKC, PLD, and PLC pathways. Figure 1 summarizes metabolic
pathways of PC hydrolysis and shows the sites of action for PLC, PLD, as well as
phospholipases A1 and A2 (PLA1 and PLA2). Propranolol (100 pM) was used as a
specific inhibitor of PA-phosphohydrolase, we also inhibited the conversion of DAG to
PA by diacylglycerol kinase inhibitor 11(0.1-10 pM); 1,2,-dioctanoyl-sn-glycerol [DOG, a
diacylglycerol (DAG) analogJ and phorbol myristate acetate (PMA) at a concentration of
160 nmol/L were used as stimulators of protein kinase C (PKC). Caiphostin C was used
as a selective inhibitor of the PKC regulatory site. The calcium-dependent PKC inhibitor
GÔ 6976 was used at concentrations of 0.10-5.0 pM for 24 H with apoA-l. Phosphatidic
acid was used in concentrations from 0-150 pM. At concentrations> 150 pM for PA and
>200 pM DQG, celI toxicity was observed with ceil death and reduced cellular protein
concentration in culture wells. Celis treated with calphostin C (50 nM) were exposed to
fluorescent light for 1 hour at 37°C for product activation. Since there are currently no
commercially available specific PC-PLD inhibitors, formation of PA by PLD was
decreased by the use of n-butanoI, a substrate for PLD. Through
transphosphatidylation, n-butanol is converted to phosphobutanol and thus decreases
the formation of PA. The efficiency of this pathway was estimated at 17% in normal and
33% in TD fibroblasts26. We also used lysophosphatidic acid (0-250 pM), which has
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Figure 1. Phospholipid pathways. Phospholipids are composed of a backbone of
glycerol, with two fafty acyl chains in positions Ri and R2. R3 is occupied by a
phosphate group to which ethanolamine (phosphatidyl ethanolamine), choline
(phosphatidylcholine PC), serine (phosphatidyl serine) or inositol (phosphatidyl inositol,
PI) is attached. PLA1 cleaves the fitst Ri fatty acyl chain and PLA2 the second,
generating a Iysophospholipid. PC-PLC generates diacylglycerol (DAG) and choline
phosphate and PLD generates phosphatidic acid (PA) and choline (thin arrows). DAG
can be phosphorylated to PA by DAG kinase and PA can be converted to DAG by PA
phosphohydrolase. This Iast step can be inhibited by propranolol. The formation of PA
from PC through the action of PLD can be reduced by using n-butanol as a substrate
for PLD, yielding phosphobutanol. The combined actions of PLA2 and PLD generate
lysophosphatidic acid (LPA). Calphostin C and GÔ 6976 inhibit PKC; DAG K-Inh:
diacylglycerol kinase inhibitor II. Inhibitors are indicated by a t-) sign.
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Cellular cholesterol efflux determination.ApoA-l-mediated (10 pg/mL) cholesterol
effiux was carried out on the three ceil unes; as control, we used fatty acid free bovine
serum albumin (BSA-FAFA) oniy in the efflux medium. Ail experiments were performed
in triplicate. Effiux was determined at the specified time points from 0 to 24 houts. At the
indicated time, ceils were chilled on ice and the medium was collected. The cell layer
was harvested overnight in 0.JN NaOH at 4°C. Cellular protein concentration was
determined according to Lowry et af9 and one 150 pL aliquot was reserved for
scintillation counting of cellular 3H-cholesterol content. Cellular cholesterol efflux was
determined as follow: 3H in medium/(3H in medium + 3H in cells); the results were
expressed as % of total cholesterol. Data were also analyzed after correction for ceil
proteins. The efflux results are similar for both corrected and uncorrected data. in
control cells, 8-12 % of total 3H-cholesterol is found in the medium after stimulation with
apoA-l for 24 hours. Control experiments with DMEM ÷ 0.1% BSA resulted in J-2%
cellular choiesterol efflux. Paired, two-tailed Student’s t-tests were used to compare
values of cholesterol efflux under various pharmacological manipulations between FHD,
TD, and control ceil unes. A p value <0.05 was considered statistically significant. The
data are presented as mean ± standard deviation unless specified.
ApoA-l preparation. HDL was isolated from fresh plasma of normolipidemic donors
using a standard sequential ultracentrifugation with density (1.125-1.210 g/mL) adjusted
with KBr. The HDL preparation was delipidated in acetone:ethanol (1:1) and total
proteins were fractionated at 4°C on two Sephacryl S-200 (Pharmacia) columns (2.6 x
100 cm). Fractions contained in the apoA-I peak were extensively dialyzed in 0.01 M
NH4HCO3, then Iyophilized and resuspended in PBS at concentration of 1 mg/mL.
Protein purity was assayed on PAGGE on each apoA-I fraction and appropriate




The cholesterol efflux defect observed in FHD has been reported elsewhere1327. For the
present study, we have selected one of 5 FHD subjects from 4 families in whom a
cholesterol efflux defect was identified27. Compared with skin fibroblasts from normal
subjects, the mean reduction in apoA-I—mediated (10 pg/mL) cholesterol efflux from
those 5 subjects was 59%. The selected proband for this study had the most severe
efflux defect of the FHD probands tested, which was decreased by 55% of control
values. In contrast, ceNs from a subject with Tangier disease had a 90% reduction in
apoA-I-mediated efflux. Each ot the experiments was performed on fibroblasts from one
FHD, one Tangier disease patient and one normal control. The characteristics of these
three subjects are shown in Table 1. The Tangier disease patient, referred to as TD119
has a mutation in ABCA1 14369G leading to a Cysl4l7Leu substitution in exon 30 and
a splice site mutation in exon 24, leading to a truncated mRNA species. The patient with
FHD (ABE13) has a mutation in exon 48 C6370T, resulting in a Arg2O84STOP nonsense
codon and a predicted loss of the terminal 118 amino acids of the ABCA1 gene






C, cholesterol; TG, triglycerides; CTR, Control; TD, Tangier Disease
In the present study, we examined the effect of phospholipid-derived molecules on
cellular cholesterol efflux (Figure 1). In order to determine whether passive diffusion of
cellular cholesterol differed in control, FHD and TD celis, we examined the 24-hour
cholesterol efflux onto phospholipids (phosphatidylcholine, 100 tmol/L; and
sphingomyelin, 100 p.mol/L) and the 12-hour efflux for f3-cyclodextrin, 1 mmol/L. These
experiments were performed in DMEM with appropriate concentrations of acceptor
molecules and in the absence of HDL or apolipoproteins in the medium. We found that
Table I. Lipid values of Control, FHD and Tangier Subjects





CTR JGE 40 M 5.80
FHD ABE 53 M 3.68
TD ID 42 M 2.30
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Figure 2. Effect of equimolar amounts (100 pM) of sphingomyelin (5M),
phosphatidylcholine (PC), sphingosine (Sph), and f3-cyclodextrin (Cdx, lmM) on
cellular cholesterol efflux. Ceils were grown in DMEM/FBS and Iabeled with 3H-
cholesterol (0.2 jiCi/mL), then Ioaded with cholesterol (20 pg/mL) in growth arrest. The
efflux medium contained only BSA as cholesterol acceptor. The 24-hour efflux with PC
and SM was identical for control (CTR), FHD and Tangier ceils (TD), suggesting that
membrane associated cholesterol desorbed normally in FHD and TD ceils. Cholesterol
efflux, at 3, 6 and 1 2-hours, for Cdx was similar for the 3 ceIl unes (inset).
The effect of phosphatidylcholine (PC) and sphingomyelin (SM) on apoA-I-mediated
cellular cholesterol efflux was then tested. In the presence of apoA-I there was a
significant increase in cholesterol efflux with PC [+101% in control (9.1±0.5% vs.
18.3±0.2%, p=0.001); +111% in FHD (7.4±0.5% vs. 15.6±0.4%, p0.001); and +229% in
TD cells (1.7±0.1% vs. 5.6±0.3%, p=0.001)] (Figure 3). Furthermore, there was an even
more pronounced effect with sphingomyelln, in a dose-dependent fashion, at 0, 10, 50
and 100 iM (Figure 3, inset), where cholesterol efflux was increased by 189% in control
(9.1±0.5% vs. 26.3±0.6%, p=0.001), 231% in FHD (7.4±0.5% vs. 24.5±0.9%, p<0.001),
and 670% in Tangiet cells (1.7± 0.1% vs. 13.1± 0.3%, p<0.00l) (Figure 3).
cellular cholesterol effi in the presence of these acceptors was identical in the three celi
Unes (Figure 2) suggesting that passive desorption of cellular cholesterol was not































Figure 3. ApoA-I-mediated cellular cholesterol efflux in the presence of equimolar
amounts (100 pM) of sphingomyelin (SM), phosphatidylcholïne (PC). A marked
increase in cholesterol efflux was noted for PC + apoA-l and for SM + apoA-I. Inset:
dose-dependent increase in cholesterol efflux with SM (0, 1, 10, 100 pmol/L) after ceil
stimulation with apoA-l (10 pg/mL) for 24-hours.
The potential role of protein kinase C (PKC) in cholesterol efflux has been postulated in
previous studies3031. The effect of DOG [a PKC agonist and short chain analog of 1,2-
diacylglycerol (DAG)J on cellular cholesterol efflux was examined in a dose-dependent
fashion; resuits of normal, FHD and TD cells are shown in Figure 4. We used apoA-I, 10
pg/mL in medium, as cholesterol acceptor because differences in efflux between the
three celi unes were more pronounced compared with HDL313. At doses of 0-200 pM of
DOG, cellular cholesterol efflux at 24-hours increased in a dose-dependent fashion. At a
maximal concentration of 200 IJM, cholesterol efflux increased by 40% in controls
(14.0±0.3% vs. 19.6±1.6%, p<0.05), 71% in FHD (7.3±0.07% vs. 12.5±1.09%, p< 0.05)
and 242% in TD cells (2.6±0.4% vs. 8.9±0.5%, p< 0.01). Similar resuits were found for
the 12 hours time point (data not shown). To strengthen the concept that PKC’s are
involved in cellular cholesterol efflux, we used PMA (160 nmol/L; 3 hour preincubation)
to activate PKC and measured 3H cellular cholesterol efflux at 24 hours. As shown in
figure 5, PMA significantly increased cholesterol efflux in controls (256%; p<0.001), FHD
(182%; p<0.00J) and TD cells (191%; p0.005).
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Figure 4. Effect of 00G (O-200 pM) on cellular cholesterol efflux. DQG was added












Figure 5. Effect of PMA (160 nmoIIL) on apoA-I-mediated cellular cholesterol
efflux. Oeils were pre-incubated with PMA for three hours and apoA-l-mediated efflux
was performed at 24 hours.
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The effect of PA was then investigated with doses varying from O-150 pM. At a
concentration of 100 pM, PA, in the presence of apoA-I increased cholesterol efflux in
control cells to a maximum of 125% (p=0.015) and to 144% in FHD celis f p=0.018),
compared to apo Al alone . In Tangier ceils, efflux was increased to 200% of control
percentage cf basal levels at 100 pM PA (p<0.05) (Figure 6). Similar results were
observed at the 1 2-hours time point (data not shown). At a concentration of 200 pM, PA
decreased efflux significantly in ail three celI unes. Thus, PA exerted a significant
increase in cholesterol efflux in Tangier ceils. The phosphatidic acid phosphohydrolase
(PAPH) inhibitor propranolot (100 pM) was used to decrease the conversion of PA to
DAG. In the ptesence of apoA-l for 24 houts, propranolol increased cholesterol efflux by
35% in controls (10.7±1.44% vs. 14.3±1.0%, p0.08), 45% in FHD (7.7±0.6% vs.
11.0±0.5%, p<O.05) and 59% in TD cells (2.6±0.6% vs. 4.3± 0.7%, p<O.O5) (Figure 6,
inset). We also examined the effect of n-butanol, which is used by PLD in a
transphosphorylation reaction resulting in decreased formation of PA from PC. To
further investigate the hypothesis that PKC activates PLD and subsequently stimulates
the production of PA, the ceils were stimulated with DOG (150 pM) as described above
with or without n-butanol. In the presence of n-butanol (0.3%), cholesterol efflux
stimulated by DOG and apoA-l was reduced by 30% in controls (18.0±0.6% vs.
12.6±0.6%, p=0.001), 39% in FHD (6.2±0.3% vs. 3.7±0.8%, p=0.056 NS) and 16% in
TD cells (5.1±0.06% vs. 4.3±0.15%, p<0.05) at the 12-hours time point (data not
shown). We also inhibited the conversion of DAG to PA by diacylglycerol kinase inhibitor
11(0.1-10 pM) and did not find a significant change in cellular cholesterol efflux (data not
shown). Taken together, these data strengthen the concept that DOG activated PKC,

















Figure 6. Phosphatidic acid ïncreased cholesterol efflux in control, FHD and
Tangier ceils in a dose-dependent fashion (O-150 tmoI/L). In order to increase PA
availability, the same ceils were used in the absence (-) or presence (÷) of propranolol
(100 tM), to inhibit phosphatidic acid posphohydrolase. Propranolol increased apoA-I
mediated cellular cholesterol efflux in controls (JGE), FHD (ABE) and Tangier celis (TD)
(inset).
We used the PKC antagonist calphostin C (50 nM) in efflux experiments mediated by
apoA-I and DOG. As shown in Figure 7, calphostin C caused a marked decrease (-50%;
p<0.001) in apoAl-mediated cellular cholesterol efflux at 12-hours and an even greater
(-70%; p<0.001) decrease in DOG-mediated efflux at 12-hours. The calcium-dependent
PKC inhibitor GÔ 6976 (5 pM) yielded similar resuits, with an inhibition in apo AI and
DOG-mediated cellular cholesterol efflux of 60% (p<0.001) and 57% (p<0.001)
respectively (data not shown). This data Iends support to the concept that fibroblasts
PKC isoforms are involved in cellular cholesterol efflux. Subsequently, we used the
PAPH inhibitor propranolol in the experiments where calphostin C and DOG was used.
Cellular cholesterol efflux was partiaHy corrected by propranolol (lOOpM), suggesting
that both DAG (an activator of PKC) and PA32 are generated after apoA-I stimulation










Figure 7. 12 hours cholesterol efflux in control celis in the presence of apoA-I
(black bars) ànd apoA-l wïth 00G (gray bars) with addition of propranolol
(l5OpM), caiphostin C (5OnM) or both. Calphostin C markedly inhibited apoA-I- and
DOG-stimulated cholesterol efflux. This effect was partly reversed by propranolol,
suggesting that phosphatidic acid production mediates, at least in part, the efflux
pathway.
As PA can be converted in cells to lysophosphatidic acid (LPA) by phospholipase A2, or
obtained from the action of PLD on lysophosphatidylcholine, the effects of this
phospholipid on cellular cholesterol efflux was examined as weIL At concentrations
between O and 200 pM LPA, in contrast to PA, showed a reduced cholesterol efflux in
control and FHD celi, but flot in Tangiet cells where efflux was increased in a dose
dependent fashion. At a concentration of 200 pM, LPA decreased efflux in control celis
by 50% (10.7±0.9% vs. 5.4±0.8%, p<0.05) and in FHD ceils by 47% (7.0±0.6% vs.
3.7±0.2%, p<0.05) but increased efflux in TD ceNs by 140% (2.5± 0.5% vs. 6.0± 0.5%,
p<0.001) (Figure 8). A similar pattern was observed atthe 12 hours-time point (data not
shown). These experiments were performed 4 times, with similar resuits.
When ceNs were stimulated with DOG, PMA or PA, but without an acceptor particle
(apoA-I or HDL3) in the culture medium (other than BSA), no significant increase in
medium 3H cholesterol was found.
The effects of lysophosphatidylcholine (LPC) (100 jjmol/L) was also examined. Because
Basal Propranolol Caiphostin C ProplCalph
of its sttong detergent properties33, it is cytolytic at this concentration (data not shown).
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Figure 8. Lysophosphatidic acid (LPA) decreased apoA-I-mediated cellular
cholesterol efflux sïgnificantly in control and FHD celis but increased efflux in
celis from TD patients.
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DISCUSSION
Since its original description in Tangierdisease has been a fascinating
lipoprotein disorder. The recent publication of the genetic defect in Tangiet disease and
familial HDL deficiency1920’36° has shown that FHD represents a heterozygous form of
Tangier disease. Mutations at the ATP binding cassette-1 transporter (ABCA1) gene
have been shown to be associated with Tangier disease and FHD. Although the role of
ABCA1 is not completely known, it is postulated to act as a transporter of cholesterol
and perhaps phospholipids to the plasma membrane, probably from the trans Golgi
network.
In the present study, we have shown that apoA-l-mediated cellular cholesterol
efflux can be modulated in control, FHD and ID ceils. ApoA-l has been shown to
mediate PC-PLC and PC-PLD activation, which leads to increased amounts of DAG,
which in turn stimulates protein kinase C26. We investigated the hypothesis that PKC
then activates PLD, resulting in increased amounts of PA, which is necessary for cellular
cholesterol efflux. By activating PKC with DOG, PMA or through the addition of PA to
the efflux medium, cellular cholesterol efflux can be increased in a dose-dependent
fashion. The potential role of PA is further strengthened by the effect of propranolol, a
PAPH inhibitor that increases cellular PA concentration (by inhibiting its conversion to
DAG) which increases efflux. As there is no commercially available specific inhibitor of
PLD, we used n-butanol, which is transphosphatidylated to phosphobutanol (PBut) by
PLD. In the ptesence of primary alcohols, PC-PLD catalyzes a phosphatidyl-transfer
reaction, producing phosphatidylalcohols (PBut in the presence of n-butanol), which are
flot used as substrates for PAPH. When the ceils were incubated simultaneously with
DOG and n-butanol, efflux was reduced compared to stimulation with DOG only,
strongly suggesting that a dual activation of both PLC and PLD occurs after apoA-l
stimulation; in addition, PKC can also activate PLD54, generating PA which appears to
be required for cellular cholesterol efflux. Thus, one Iikely series of events in the
activation of the cholesterol efflux pathway is first the interaction of LpA-l (likely apoA-l
phospholipid discs) with the celi surface and the activation of G-protein-mediated
activation of PLC and PLD. The generation of DAG then stimulates protein kinase C
which in turn activates PLD to generate PA. Data from Walter and coworkers26 reveal
that pertussis toxin, a G-protein inhibitor, markedly decreases cholesterol efflux. We
have shown in the present study that DOG-stimulated PKC activity could increase
cholesterol efflux in the presence of propranolol (which increases PA). Conversely, n-
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butanol (which decreases PA) decreases cellular cholesterol. When this pathway is
inhibited by the PKC antagonist calphostin-C, a marked teduction in DQG-stimulated
celluiar cholesterol efflux is observed; howevet, a lesser degree cf inhibition occurred in
apoA-i-stimuiated celis without DOG. Propranolol can, in part, rescue this inhibition
(Figure 7). We interpret this data as suggesting that apoA-l activates both PC-PLC and
PC-PLD.
In ccntrast to PA, LPA which is the simplest naturally eccurring phosphclipid,
surprisingly decreased efflux in control and FHD cells, but flot in ID celis where an
increase in efflux was observed. LPA is known not only as a key intermediate in de novo
iipid synthesis, but aiso as an intracellular phosphoiipid messenger with a wide range cf
biologicai activities, such as stimulation cf phospholipase C and D, activation cf PKC,
inhibition cf adenylate cyclase, activation cf Ras and Rho, and potent Ca2-mobilizing
stimulaticn416. LPA acts threugh the activation cf a specific G preteincoupled
recepter28 which can activate multiple LPA-dependent respcnses47. In the present study,
we cannot rule eut an intracellular effect cf LPA on cellular cholesterol efflux.
The sphingcmyelin and phosphatidylcholine data, as weil as the cyclodextrin
data (Figures 2 and 3) reveal that cholesterol efflux onto muitilamelar vesicles (fcrmed
by PC and SM) or cycledextrin is identical in control, FHD and TD ceils. This suggests
that membrane-associated cholestercl descrbs passively ente phcspholipid vesicles and
cyclodextrin in a similar fashion in contro!, FHD and ID cells. in centrast, apcA-I
mediated cholesterci efflux is enhanced in the presence cf phospholipids in ail three ce!!
unes, cerrecting the defect in TD at a SM concentration cf 100 pM (please note the Y
axis scale difference between Figures 2 and 3). The addition cf phospholipids into the
effiux medium has been shcwn te increase efflux, most likeiy by increasing the size of
the choiesterol “sink” in the form cf vesicles23. In fibrobiasts approximately 90% cf bcth
cholesterol and sphingcmyelin has been repcrted te be in the plasma membrane48. This
cc-lccalization has been suggested te resuit from the greater affinity cf choiesterel for
sphingcmyelin compared with other phosphciipids49’5° and fayots cholesterci effiux5152. It
is aise possible that SM contributes te the signal transduction pathway through the
action cf sphingomyeiinase (SMase), resulting in ceramides and sphingosines.
Hydrophobic amines, such as sphingamine, steryl amine and imipramine have
been shewn te inhibit chelesterol transfer from iysosomes te the plasma membrane52’53.
Sphingosine, aise a hydrcphobic amine, has been shcwn te be a potent inhibitor cf PKC
in celi systems34. Thus, while it is possible that sphingesine acts by inhibiting PKC
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activity, its role in increasing cellular translocation to the plasma membrane remains a
mechanism to be proven.
Based on these data, we postulate that the ABCA1-mediated cholesterol efflux
pathway, shown to be defective in TD and FHD, can either be modulated or bypassed
after stimulation by products of phosphatidylcholine hydrolysis, DAG and PA. This raises
the possibility that ABCA1 may be a proximal mediator to apoA-I ceIl interaction in
cholesterol efflux or that other pathways of cholesterol movements to the plasma
membrane can bypass the ABCAI pathway. This opens the possibility of increasing the
cholesterol efflux cellular pathways for potential therapeutic purposes in ABCAJ defects.
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ABSTRACT
ABCA1 plays a crucial role in active apolipoprotein A-l (apoA-l) lipidation, a key
step in reverse cholesterol transport (ROT). It has been documented that cyclic AMP
(cAMP) induces apoA-l binding activity and promotes cellular cholesterol efflux. In the
present study we investigated the role of cAMP / protein kinase A (PKA)-dependent
pathway in the regulation of cellular cholesterol efflux. Treatment of normal intact
fibroblasts with 8-bromo-cAMP (8-Br-cAMP) increased sig nificantly apoA-I-med iated
cholesterol efflux. The effect cf 8-Br-cAMP on cholesterol efflux exhibited specificity for
apoA-l, but not for cyclodextrin (CDX). On the other hand, 8-Br-cAMP increased ABCA1
phosphorylation in a time-dependent manner. Maximum phosphorylation was reached in
less than 10 min representing a 260% inctease compared to basal ABCA1
phosphorylation level in untreated celis. Forskolin (FRK) known as cAMP regulator
increased both cellular cholesterol efflux and ABCA1 phosphorylation. In contrast, H-89
PKA inhibitor reduced cellular cholesterol efflux by 70% in a dose-dependent manner
and inhibits almost completely ABCA1 phosphorylation. To determine whether naturally
occurring mutants of ABCA1 may affect its phosphorylation activity, fibroblasts from
subjects with Familial HDL Deficiency (FHD, heterozygous ABCA1 defect) and Tangier
Disease (TD, homozygous I compound heterozygous ABCA1 defect) were treated with
8-Br-cAMP or FRK. Cellular cholesterol efflux and ABCA1 phosphorylation were
increased in FHD but not in TD cells. Taken together, these findings provide evidence
for the Iink between cAMP I PKA-dependent pathway, ABCAJ phosphorylation and
apoA-l mediated cellular cholesterol efflux. This process might play in vivo a key
functional role in the activation of ABCAI by increasing its phosphorylation, allowing
cholesterol to bound free apoA-l.
Keywords: ApoA-I, ABCA1, cholesterol efflux, HDL, PKA, cAMP, phosphorylation
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ABBREVIATIONS
ABCA1, ATP-binding cassette transporter AI; ACAT, acyl-coenzyme A: cholesterol
acyltransferase; apoA-I, apolipoprotein A-I; BSA, bovine serum albumin; cAMP, cyclic
AMP; CDX, cyclodextrin; CE, cholesteryl ester; CTR, normal control; DMEM, Dulbecco’s
modified Eagle’s medium; FC, free cholesterol; FHD, Familial HDL Deficiency; FRK,
forskolin; HDL, high density lipoprotein; NBF, nucleotide binding folds; PAGE,
polyacrylamide gel electrophoresis; PAGGE, polyacrylamide gradient gel
electrophoresis; PBS, phosphate-buffered saline; PKA, protein kinase A; SDS, sodium
dodecyl sulfate; TBS, Tris-buffered saline; TD, Tangier Disease; 8-Br-cAMP, 8-bromo-
cAMP; 9-CRA, 9-cis retinoic acid; 22-OH chol, 22-hydroxycholesterol.
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INTRODUCTION
The importance of ABCA1 in reverse cholesterol transport (RCT) process has
been strikingly demcnstrated by the identification cf mutations in ABCA1 gene locus as
the molecular defect cf Tangier Disease (TD) and Familial HDL Deficiency (FHD) (1,2).
Those patients were characterized by extremely lcw HDL levels, caused by inadequate
transport of cellular cholesterol and phospholipids to the extracellular space, leading to
hypercatabolism cf lipid-poor nascent HDL particles (3). Thus, factors affecting the
structure, activity, or concentration cf ABCA1 are likely to affect the homeostasis cf
plasma HDL cholesterol and the RCT prccess, one cf several proposed mechanisms (4)
by which HDL may prctect against atherosclerosis.
ABCA1 is a 240 kDa protein belonging te a large family cf conserved
transmembrane proteins that transport a wide variety of substrates, including ions,
drugs, peptides, and lipid across celI membranes (5). ABC transporters have been
associated with many diseases such drug-resistant cancer (6), diabetes (7), and cystic
fibrosis (8), making these proteins potential targets for therapeutic intervention (9). The
ABCA1 gene product is a member of the superfamily cf ATP binding cassette
transporters predicted to contain 12 transmembrane spanning demains and two
nuclectide binding folds (NBF) responsible for the degradation cf ATP te provide the
energy required for the transpcrt activity (10). The NBF demains contain the highly
conserved phosphate-binding cep (11) that forms intimate contacts with the f3- and y-
phosphates cf bound ATP (12). In some cases, evidence has been provided fora further
regulaticn via phosphorylation cf serine /threonine residues in the NBF region (13).
The interaction between apcA-l and ABCA1 is cf critical importance for the active
apcA-l lipidation, but the structural and functional pathways invclved in this process have
flot been established. 0f interest, the earlier attractive concept cf Smith et aI. (14)
suggested that cAMP induces a membrane apolipoprotein receptor that does net lead te
endocytosis and degradation, but instead promctes the transfer cf lipids te
apolipoprotein. The same group had also reported later that cAMP-mediated cholesterol
efflux te apcA-l is associated with the binding, uptake, and resecretion cf apoA-I in a
calcium-dependent pathway in murine macrophages (15). cAMP effect on ABCAJ
mRNA and protein appears to be specific te macrophages and is net seen with a
number cf other cell types (16). Moreover, it has been documented that cAMP induces
apcA-l binding activity and promctes cellular cholesterol efflux via ABCA1 protein in
macrophages (17). On the other hand, treatment cf immcrtalized fibroblasts with cAMP
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analog also induces apoA-I-mediated Iipid efflux and ABCA1 expression, but these
effects are usually modest and require some cholesterol loading of cells (18,19). We
have previously shown that phospholipid breakdown ptoducts, mediated by
phospholipase C and D, and the activation of protein kinase C modulate cellular
cholesterol efflux (20).
The involvement of apoA-I in cellular signaling process and its property to induce
cellular cholesterol efflux via its interaction with ABCA1 Ied us to hypothesize that
cAMP / PKA-dependent pathway may modulate cellular cholesterol efflux via activation
of ABCA1 by inducing its phosphorylation. The present study aims at providing evidence
for llnks between apoA-I-mediated cellufar cholesterol efflux, cAMP, PKA and ABCA1
phosphorylation, and to examine how these interactions could be affected by cAMP
regulator, PKA inhibitor, or naturally occurring mutants of ABCA1 protein.
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METHODS
Patient selection — Patients with Familial HDL Deficiency (FHD) and Tangier Disease
(TD) were selected as previousiy described (1,2,21,22). AIl these subjects carry a
mutation at the ABCA1 gene locus or had clinical signs of TD. For the present study, we
selected fibroblasts from 2 normal control subjects (CTR1-2), 5 patients with FHD
(FHDI-5) and 3 patients with TD (TD1-3). Cellular studies in ail TD subjects revealed a
marked impairment of apoA-l-mediated celiutar cholesteroi efflux. Molecular analysis of
ABCA1 gene revealed a compound heterozygous state for subject TDI and TD3 and a
homozygous missense point mutation in subject TD2. The protocol for the study was
reviewed and accepted by the Research Ethics Board of the .McGill University Heaith
Center. Separate consent forms for blood sampling, DNA isolation and skin biopsy were
provided.
Ceil culture — Human skin fibroblasts were obtained from 3.0 mm punch biopsies of the
forearm of patients and heaithy control subjects and were cultured as described (21). We
seeded 5 x i04 celis in 35 mm ceil culture wells in Dulbecco’s Modified Eagie Medium
(DMEM) supplemented with 0.1% nonessentiai amino acîds, penicillin (100 U/mL),
streptomycîn (100 pglmL) and 10% fetal bovine serum (FBS). At approximately 50%
confluence, 0.2 or 1 pCiImL 3H-cholesterol was added in the ceil medium. When the
ceNs reached confluence, they were washed three times in phosphate buffered saline
(PBS) containing 1 mglmL of fatty acid free bovine serum aibumin (BSA) and the
medium was replaced by DMEM containing 2 mg/mL BSA and 20 pg/mL of free non
lipoprotein cholesterol for 24 hours. Cellular cholesterol pools were ailowed to equilibrate
for another 24 hours in DMEM containing 1 mglmL BSA. Efflux studies (0-24 hours)
were then performed in DMEM containing 1 mg/mL BSA and 10 pg/mL apoA-l in the
presence or absence of specified effiux modulating signaling molecules.
Cellular cholesterol efflux determination — ApoA-I-mediated cholesteroi efflux was
carried out on the 10 ceil unes; as control, BSA (1 mglmL) only was used in the efflux
medium. Ail experiments were performed in triplicate and effiux was determined
specificaliy at 24 h. in some experiments, ceils were treated with 8-Br-cAMP as
described previously (19) with minor modifications. Briefly, the celis received 0.5 mM 8-
Br-cAMP during 24 h pretreatment and during efflux time incubation. At the end time,
cells were chilled on ice and the medium was collected. To precipitate any floating cells,
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the medium was centrifuged for 10 min at 2500 rpm. The celi layer was dissolved
overnight in 0.1N NaOH at 4°C. Cellular protein concentration was determined by the
Lowry method (23) and one aliquot was reserved for scintillation counting of cellular 3H-
cholesterol content. Cellular cholesterol efflux was determined as follow: 3H cpm in
medium I (3H cpm in medium + 3H cpm in ceils); the results were expressed as % of total
radiolabeled cholesterol.
Cholesteryl ester hydrolysis
— The rate of cholesteryl ester hydrolysis was determined
by radioisotopic labeling using 3H-cholesterol. At 50% confluence, fibroblasts were
radiolabeled with 3H-cholesterol for 48 hours then loaded with free cholesterol for an
additional 24 hours at 37°C as described above. An acyl-coenzyme A: cholesterol
acyltransferase (ACAT) inhibitor, avasimibe 10 pM (provided by Pfizer Pharmaceutical,
Ann Arbor, USA) and 0.5 mM 8-Br-cAMP (Sigma Chemical CO, St. Louis, USA) were
added to the equilibration medium supplemented with 1 mglmL of BSA at O h. At
subsequent indicated times the ceNs were washed with PBS and extracted for both lipids
and proteins. CelI lipids were extracted with hexane/isopropanol (3:2, vlv) at room
temperature for 30 minutes, followed by a wash with another 0.5 mL of solvent. Protein
in the lipid-free wells was extracted with 0.5 mL of 0.1N NaOH for 30 minutes at room
temperature and measured by Lowry method. Lipid extracts were dried under N2 stream
then resuspended in 25 pL cf chloroform and plated onto LK6D silica gel 60 TLC plates.
Free cholesterol (FC) and cholesteryl ester (CE) were separated from other lipids using
heptane/ethyl etherlmethanollacetic acid 80:30:3:1.5 (v/v/v/v) as the solvent system and
visualized with 12. The FC and CE bands were scraped, and radioactivity was measured
by Hquid scintillation counting.
ApoA-I preparation
— HDL was isolated from fresh plasma cf normolipidemic donors
using a standard sequential ultracentrifugation with density (1.125-1.210 gImL) adjusted
with KBr. The HDL preparation was delipidated in acetone:ethanol (1:1) and total
proteins were fractionated at 4°C on two Sephacryl S-200 (Amersham Pharmacia
Biotech AB, Uppsala, Sweden) columns (2.6 x 100 cm). Fractions contained in the
apoA-l peak were extensively dialyzed in 0.01 M NH4HCO3, then Iyophilized and
resuspended in PBS at concentration of 1 mglmL. Protein purity was assayed by
PAGGE on each apoA-l fraction and appropriate fractions were pooled, dialyzed in PBS
and lyophilized before being stored at -70°C as stock.
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Probes and Northern blots
— A 517 pb probe for human ABCA1 and mouse ABCA1
were prepared by reverse transcription perfàrmed on total RNA extracted from normal
human skin fibrobiast and from J774 mouse macrophages. This was followed by a PCR
step using the forward primer 5’-CCHGGGHCAGGGGATTAT-3’ and the reverse
primer 5’-AGGATTGGCTT CUCAGGATGTCC-3’. The amplified fragment was
subcloned into pGEM-T (Promega, Madison, WI) and used to transform JM1O9 celis,
then sequenced to ensure the right sequence. After digestion of the subcloned product
with Sal I and Sac II, the insert was éxtracted from agarose gel and 32P-labeled using the
Amersham I Pharmacia Oligolabeling kit. The probe was used at concentration of 106
cpm/mL in Northern blots. Ten to fifteen micrograms I lane of the total ceil RNA were
loaded on a 1% formaldehyde-containing agatose gel and transferred to Hybond N+
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) membrane for probing. Bands wete revealed
on a Typhoon phosphorimager (Amersham Biosciences, Sunnyvale, CA).
ABCA I phosphorylation and immunoprecipitation (IP) procedures
— Confluent
fibroblasts were loaded with free cholesterol (20 pglmL) for 24 hours, washed twice in
MEM-free phosphate solution (Invitrogen, Burlington, ON) and incubated with
0.5 mCi/mL of 32P-labeled orthophosphate for 2 h at 37°C. The cells were washed twice
in MEM-free phosphate solution and then treated or not with 1 mM 8-Br-cAMP for varing
periods of time as indicated in figures. Oeils were also treated with forskolin (FRK) as
specified for each experiment. At indicated time, the cells wete washed twice with ice
coid P85 and scraped into 0.5 mL of IP buffer containing 20 mM Tris (pH 7.5), 0.5 mM
EDTA, 0.5 mM EGTA, 1% Triton-X 100 (Invitrogen, Burlington, ON) and the suspension
was allowed to stand for 30 min at 4°C in presence of a protease inhibitor cocktail
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Cellular debris were removed by
centrifugation at 100 x g for 10 min at 4°C. Protein was estimated by BOA protein assay
reagent (Pierce, Canada) according to the protocol ftom manufacturer using bovine
serum albumin as standard. CelI lysate (150 ig) was cleared of cellular debris by
incubation with 20 pI of a 1:1 slurry of protein-A sepharose (Amersham Pharmacia
Biotech AB, Uppsala, Sweden) and IP buffet for 45 min on a rotating. plafform at 4°C.
Non-specific ptoteins were sepatated by centrifugation at 750 x g for 1 min. The celI
lysate was then incubated overnight at 4°C with 3 jig of anti-ABCA1 antibody
(AETSDGTLPAP) directed to the intracytoplasmic domain of amino acid residues 1201-
1211 of the human ABCA1 gene (Novus Biologicals, Littleton, CO). After addition of
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slurry of 20 pL protein-A sepharose the celI lysate was incubated for an additional 2 h.
Immunoprecipitates were centrifuged at 750 x g for J mm, and washed three times with
IP buffer solution, and then boiled for 15 min in a sample buffer containing 0.3 M Tris
(pH 6.8), 5% SDS, 50% glycerol, 0.125 % bromophenol blue and 100 mM f3-
mercaptoethanol. The supernatants were collected by centrifugation at 750 x g for 2 min.
Proteins were separated by SDS-PAGE and transferred to Immobilon-P polyvinylidene
difluoride membrane (PVDF-membrane) (Millipore, Nepean, ON) at 45 V overnight.
Bands representing phosphorylated ABCAI were revealed on a Typhoon
phosphorimager (Molecular Dynamics). For protein loading control, the same
membranes were rinsed with TBS containing 0.05% Tween 20 (TBST) and blocked with
TBST containing non-fat dry milk for 1 h at 25 °C. Blots were then incubated overnight at
4° with primary ABCA1 antibody diluted in TBST (1:100) containing 3% BSA and rinsed
with TBST containing 1% dry milk for 5 min at 25°c. Finally, blots were incubated for 1 h
at 25°C with donkey anti-rabbit lgG-horseradish peroxidase conjugate (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ) diluted in TBST containing 1% dry milk and rinsed with
TBST for 5 min. Bands were revealed by enhanced chemiluminescence substrate for
horseradish peroxidase (Pierce, Rockford, IL).
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RESULTS
in the present study we demonstrate that treatment cf intact normai fibroblasts with 8-Br-
cAMP (0.5 mM) increased apoA-l-mediated ceiiuiar efflux by 142%, 55% and 65% at 2,
4 and 6 h incubation periods, respectiveiy, as shown in Fig. lA. We observed aiso a
significant ncrease in apoA-i-mediated phosphoiipid efflux in presence of 8-Br-cAMP
(data not shown). b determine whether this effect of cAMP s not due to passive
diffusion of celiular choiesterol, we examined the celiular cholesterol effiux into
cyclodextrin (CDX, lmM). We found that 8-Br-cAMP did not affect CDX-mediated
choiesterol efflux, as shown in Fig. 1 B. Control experiments were performed to probe the
specificity of apoA-I and 8-Br-cAMP response. We demonstrate that FRK (5 pM), an
activator of adenyiate cyciase, and IBMX (1 mM), a phosphodiesterase inhibitor known
as cAMP reguiator, were as effective as 8-Br-cAMP (0.5 mM) in promoting apoA-I
mediated ceiiuiar choiesteroi effiux in normal celis (Fig. 1A,B). Effect of 8-Br-cAMP on
ceilular choiesterci effiux was shown to be stable and was essentiaiiy unchanged over















Fïgure J. Effect 8-Br-cAMP or cAMP regulator on apoA-l and cyclodextrin
mediated cellular cholesterol efftux. Panel A: normal control fibroblasts were
cholesterol-loaded and [3H]-cholesterol-labeled, as described in Methods. Ceils were
incubated with 10 pg/mL apoA-l alone or in the presence of 0.5 mM 8-Br-cAMP, 5 pM
FRK or I mM IBMX. After 2, 4 and 6 h incubations, radioactivity in the medium and in the
ceils was determined. Cholesterol efflux is presented as the percent of total radioactivity
recovered from the cells and the medium, and represents the mean ± S.D. from triplicate
wells. Panel B: normal control fibroblasts were cholesterol-loaded and [3H]-cholesterol-
labeled. CelIs were incubated with 1 mM cyclodextrin (CDX) or 10 pg/mL apoA-l in the
presence or absence of 0.5 mM 8-Br-cAMP, 5 jjM FRK and lmM IBMX. After 24 h







We tested in normal ceils whether the increase in apoA-I-mediated cholesterol efflux
induced by 8-Br-cAMP was associated with changes in cellular ABCA1 mRNA. Human
skin fibroblasts were incubated for 24 h with 8-Br-cAMP (0.5 mM). There was no effect
of cAMP on ABCA1 mRNA levels in fibroblasts (Fig. 2A). However, 8-Br-cAMP
increased dramatically ABCA1 mRNA in J774 mouse peritoneal macrophages used as
control in this experiment (Fig. 2B).
A CTR 8-Br-cAMP B CIR 8-Br-cAMP
ABCAI mRNA
Figure 2. Effect of 8-Et-cAMP on ABCAI mRNA expression in normal control
fibroblasts and J774 cells. Panel A: normal fibroblasts were incubated in presence or
absence of 1 mM 8-Br-cAMP for 24 h and then harvested. Total RNA was isolated and
15 pg were loaded per lane on agarose gel. After transfer, the blot was probed with
human ABCA1 cDNA, as described in Methods. Panel B: J774 cells were incubated in
presence or absence of 1 mM 8-Br-cAMP for 24 h and then harvested. Northern blots
were incubated with a murine ABCA1 cDNA probe. J744 ceNs were used as control in
this experiment.
Previous studies showed that cAMP could stimulate neutral cholesteryl ester hydrolase
activity in some ceil types (24). In order to test the hypothesis that apoA-l-mediated
cellular cholesterol efflux stimulation by 8-Br-cAMP was not dependent on an increased
cholesteryl ester (CE) turnover and free cholesterol availability, normal control fibroblasts
were cholesterol-loaded and [3HJ-cholesterol-labeled, as described in Methods. 0.5 mM
8-Br-cAMP and 10 pM avasimibe, an ACAT inhibitor, were added at O hours as indicated
by vertical arrow (Fig. 3). At subsequent times the rate of CE was decreased due to the
presence of the ACAT inhibitor. Cellular radiolabeled CE content was determined in
each time point by TLC. The addition of 8-Br-cAMP had no effect on the hydrolysis of












Figure 3. Effect of 8-Br-cAMP on cholesteryl ester (CE) hydrolysis. Normal control
fibroblasts wete cholesterol-loaded and [3HJ-cholesterol-labeled, as described in
Methods. 0.5 mM 8-Br-cAMP and 10 pM avasimibe, an ACAT inhibitor, were added at
O h as indicated by vertical arrow in panel. Cellulat radiolabeled CE content was
determined in each time point by TLC. Resuits were expressed as percentage of control
at O h (100%), and represent the mean ± S.D. from triplicate wells.
In order to establish the relationship of cAMP I PKA-dependent pathway with ABCA1
phosphorylation activity, ABCA1 was phosphorylated in intact celis using
32P-orthophosphate, and then immunoprecipitated with anti-ABCA1 antibody, as
described in Methods. The specificity 0f ABCA1-antibody was assessed by
immunoprecipitation of [35SJ-methionine labeled-ABCA1, which show a molecular mass
of 250 kDa, and was induced by both hydroxycholesterol and 9-cis-retinoic acid (data
not shown). The phosphorylation of ABCA1 was investigated by treatment of normal
celis with 8-Br-cAMP for varying periods of time and untteated ceils were used as contrai
for each petiods of time. Phosphorylated ABCA1 was immunoprecipitated, and then
separated by SDS-PAGE (4-12.5%) gel. Gels were transferred to PVDF-ImmobilonP
membrane. 32P-labeied ABCA1 was detected by phosphorimager, and then the same
membrane was reveaied for ABCA1 protein by anti-ABCA1 antibody, as described in
Methods. As shown in Fig. 4, treatment of normal intact fibrobiasts with 8-Br-cAMP
increased ABCAI phosphorylation in a time-dependent manner.
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Figure 4. Tïme-dependent phosphorylation of ABCAI in presence or absence of
8-Et-cAMP. Normal intact fibroblasts were incubated with 32P-labeled orthophosphate
for 2h, and then treated or not with 1 mM 8-Br-cAMP for varying periods of time (0, 10,
30, 60, 120 mm; lanes a to e). 32P-labeled ABCA1 was immunoprecipitated and
separated by electrophoresis, and then transferred to PVDF-membrane as described in
Methods. 32P-labeled ABCA1 was revealed and quantified by phosphorimager. Percent
increase of 32P-ABCA1 from three different experiments from the same ceils was
presented. Plotted values are mean ± S.D. of triplicate values (lower panel). ABCA1
protein were detected in the same membrane by anti-ABCAI antibody and used as
control for protein loading. 32P-ABCA1 was not normalized to ABCA1 mass protein. One
experiment, representative of three, is shown in the upper panel.
Maximum phosphorylation was reached in Iess than 10 mm, representing a 260%
inctease compared to basal phosphorylation level of ABCA1 in untreated cells, and











quantified by phosphorimager. Percent increase of 32P-ABCAI from three different
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experiments from the same ceIl unes was presented (Fig. 4, lower panel). One
experiment, representative of three different experiments, is shown in the upper panel cf
Fig. 4.
In otder ta provide evidence for a specific raIe of PKA in apoA-l-mediated cellular
cholesterol efflux process and ABCA1 phosphorylation activity, we examined the effect
cf H-89 PKA inhibitor on cellular cholesterci efflux and ABCA1 phosphorylation.
Treatment cf normal intact cells with 20 pM H-89 decreased significantly basal apoA-I
mediated cholesterol efflux level in the absence cf 8-Br-cAMP (Fig. 5A) and also basal
ABCAJ phosphorylation level (data flot shown). In addition, H-89 reduced cellular
cholesterol efflux by 70% in a dose-dependent manner in the presence cf J mM 8-Br-
cAMP (Fig. 5B). On the other hand, H-89 inhibits almost completely in a dose dependent
manner ABCA1 phosphorylation (0, 5, 10, 20 pM; lanes a ta U), as shown in the inset cf
Fig. 5B. Interestingly, we observed that inhibition cf the serine I threonine phosphatases
by okadaic acid increased the phospharylation of ABCA1 in normal ceils (data nat
shown).
Ta determine whether naturally occurring mutants cf ABCA1 may affect cellular
cholesterol efflux and ABCA1 phosphorylation activity, fibroblasts from subjects with
Familial HDL Deficiency (FHD) and Tangier Disease (TD) (Table I) were treated with 8-
Br-cAMP or FRK. Celiular cholesterol efflux was increased in control, FHD but not in TD
celis (Fig. 6A) in response ta 8-Br-cAMP treatment. Furthermore, ceils from a normal
contraI (CTRJ), FHD (FHD4) and TD (TDJ) subjects (Table I) were incubated with 32P-
orthcphosphate in the presence or absence cf 8-Br-cAMP (1 mM). As shcwn in Fig. 6B
(upper panel), ABCA1 phosphcryiaticn was increased in contrai and FHD cells,
compared ta basal phosphorylation levels in the absence of 8-Br-cAMP. However, under
the same condition ABCAJ from TDI cells shows no further phcsphcrylation over
baseline. ContraI experiment was performed ta verify 8-Br-cAMP response. We
demonstrated that FRK (5 pM) was effective as 8-Br-cAMP (0.5 mM) in inducing ABCAJ
phaspharylation in control and FHD, but net in TD cells (Fig. 6B, lawer panel).
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Table I. Molecular characterîzation of ABCM gene in study subjects








FHD1 0.27 Exon14z2017-9 AL693
FHD2 0.18 Exon 18 C2665T R909X
FHD3 0.39 Exon 41 A5618-23 AED1893,4
FHD4 0.18 Exon48C637OT R2144X
FHD5 0.09 Exon 36 GG5277,8C fs 1628G, Q1636X
TD1 <0.1 Exon3OT4369C; C1477R
Exon 24 splice site G—>C Part cf the transcript deleted
TD2 <0.1 Exon 13A1730G Q597R
TD3 <0.1 Exon 48 iC6370; nd 2145X; nU
FHDI-5 are heterozygous for the reported mutation;
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Figure 5. Effect of H-89 PKA-inhibitor on apoA-l-mediated cholesterol efflux and
ABCAI phosphorylatïon. Panel A: normal control fibroblasts were cholesterol-loaded
and [3H]-cholesterol-labeled, as described in Methods. Celis were incubated wîth 10
ig/mL apoA-l in absence or presence of 20 pM H-89. After 24 h incubation, cholesterol
efflux was determined. Resuits represent the mean ± S.D. from triplicate wells. Panel B:
normal control fibroblasts were cholesterol-loaded and [3HJ-cholesterol-labeled. Celis
were incubated with 10 pg/mL apoA-l in presence of 1 mM 8-Br-cAMP with increasing
amounts of H-89 (0, 5,10, 20 pM). After 24 h incubation, cholesterol efflux was
determined. Resuits represent the mean ± S.D. from triplicate wells. Panel B, inset:
normal intact fibroblasts were incubated with 32P-labeled orthophosphate for 2h in the
presence of 1 mM 8-Br-cAMP and H-89 (0, 5, 10, 20 pM, lanes a to U). 32P-labled
ABCA1 was revealed as described in Fig. 4. One experiment, representative of two, is














Figure 6. Specific naturally occurring mutations of ABCAI affect its cellular
chotesterol efflux and phosphorylatïon activities. Panel A: fibroblasts from normal
control, FHD and TD subjects (Table I), were cholesterol-loaded and [3HJ-cholesterol-
labeled, as described in Methods. CelIs were incubated with 10 pglmL apoA-l alone or in
the presence of 0.5 mM 8-Et-cAMP. After 24 h incubation, radioactivity in the medium
and in the cells was determined. Cholesterol efflux is presented as the percent of total
radioactivity recovered from the cells and the medium, and represents the mean ± S.D.
from triplicate wells. Panel B, upper panel: fibroblasts from CTR1, FHD4 and TD1
subjects were radiolabeled with 32P-orthophosphate and treated with 1 mM 8-Et-cAMP
for 1 h. ABCA1 was identified as described in figure 4. Lower panel: fibroblasts from
CTR1, FHD4 and TD1 subjects were radiolabeled with 32P-orthophosphate and treated
with 5 pM FRK for 2 h. ABCA1 was identified as described in Fig. 4. One experiment,
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DISCUSSION
cAMP has been recognized to promote apoA-I-mediated cellular lipid efflux (14).
Here we have shown that 8-Br-cAMP increased apoA-l-mediated cellular cholesterol
efflux in normal cells, but did flot affect the diffusion-mediated non-specific cholesterol
efflux (Fig. lB). At the same time, treatment of intact normal celis with 8-Br-cAMP
increased ABCAI phosphorylation in a time-dependent manner. At 10 mm, 2.5 fold
increase in ABCAI phosphorylation was observed compared to basal phosphorylation
level in untreated cells (Fig. 4). The effect of 8-Br-cAMP on cellular cholesterol efflux and
ABCA1 phosphorylation was not due to ABCA1 mRNA and protein increase levels
(Fig. 2A). However, previous studies have documented that both ABCA1 mRNA and
protein levels are induced by cAMP treatment in macrophages (16,17). Furthermore, 8-
Br-cAMP did not affect the activity of cholesteryl ester hydrolase (Fig. 3). lt is more likely
that a cAMP-dependent signaling pathway directly induces or activates key proteins
involved in the apolipoprotemn-mediated Iipid removal pathway.
The effects of 8-Br-cAMP on cellular cholesterol efflux and ABCA1
phosphorylation was supported by experiments showing that FRK, known as an
activator of adenylate cyclase, induces both increased cellular cholesterol efflux and
ABCA1 phosphorylation in normal cells (Fig. 1A,B and Fig. 6Bjower panel). These are
consistent with the concept that cAMP I PKA-dependent pathway may regulate cellular
cholesterol efflux. This concept is supported by the finding that: 1) H-89 PKA inhibitor
reduces significantly cellular cholesterol efflux (Fig. 5A,B); and 2) ABCA1
phosphorylation was also reduced by H-89 (Fig. 5, inset). Additional evidence for the link
between ABCA1 phosphorylation and cellular cholesterol efflux was provided by the
observation that increase in apoA-l-mediated cholesterol efflux was observed within the
first hour of treatment with 8-Br-cAMP (Fig. lA), concurrent with the kinetic of
phosphorylation of ABCA1 in presence of 8-Br-cAMP (Fig. 4). 0f interest, it has been
demonstrated that apoE induces Akt I protein kinase B phosphorylation in neuronal ceils
via cAMP I PKA-dependent pathway (25), and apoA-I stimulates human placental
lactogen release by activation of MAP kinase (26). One can speculate that ApoA-I may
regulate cAMP levels which was determined by the balance of cellular adenyl cyclase
and phosphodiesterase activities (27), that lead to the activation of PKA and subsequent
activation of ABCA1 by increasing its phosphorylation. It would be 0f interest to
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determined whether apoA-I mutations affecting its hydrophobic and charged residues in
helices, regulate cAMP I PKA-dependent pathway and ABCA1 phosphorylation activity.
Although the structural characteristics of ABCA1 activation and its interaction
with apoA-l has not yet been determined, the present study shows that fibroblasts from a
ID patient (TDJ, Table I) wete unable to increase apoA-I cholesterol efflux (Fig. 6A) and
ABCA1 protein phosphorylation by 8-Br-cAMP or FRK treatment (Fig. 6B,C). However,
8-Br-cAMP or FRK increased both cellular cholesterol efflux and ABCA1 phosphorylation
in normal control and FHD cells. It has been demonstrated that apoA-I directly binds to
ABCAI which its expression substantially increased apoA-l binding (28). The binding of
apoA-l to fibroblasts from TD (homozygote) patients has been reported to be abnormal
(29), but not in FHD patients (21). In the present study, we examined cell lines from a
FHD patient (FHD4, Table I) with heterozygous truncated mutation in exon 48 (C6370T;
Arg2l44stop) and a TD patient (TD1, Table I) with compound heterozygocity for a splice
site defect in intron 24 and a point mutation in exon 30 (T4369C; Cysl4l7Arg). Evidence
from the study of those patients suggested that specific mutation of ABCA1 could
severely affect its interaction with apoA-I molecules (protein-protein interactions) and
subsequently its phosphorylation. Alternatively, abnormal folding of ABCA1 in TD celis
may affect the serine I threonine phosphorylation sites. It was reported that a mutation of
multidrug resistance protein 2 (ABCC2), substitutions (Ala and Cys) of Trp1254, alters
substrate specificity and results in loss of methotrexate transport activity of ABCC2,
whereas other substitutions (Phe and Tyr) had no effect (30). In addition,
phosphorylation of P-glycoprotein, an ABC transporter protein was proposed to play
important role in its drug-efflux activity (31). The physical interaction between apoA-I and
ABCAJ was supported by recent works by Fitzgerald et aI. (32) suggesting that apoA-l
stimulating cholesterol efflux cannot occur without direct interaction between
apolîpoprotein and critical residues in two extracellular loops of ABCA1 protein.
Cellular cholesterol efflux appears to be an important determinant of plasma
HDL-C levels. This is based on the observation that ABCA1 defects lead to a marked
deficiency of plasma HDL-C, and cellular cholesterol efflux correlates with plasma HDL
C level (33). The regulation of ABCAI-mediated cellular cholesterol efflux is complex
and regulated both at the transcriptional and post-transcriptional levels in cells. It might
be insufficient, therefore, to increase ABCA1 mRNA levels in peripheral cells such as
fibroblasts in order to increase cellular cholesterol efflux. Strategies targeting the
modulation of both the amount of ABCA1 protein and its activation by phosphorylation
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have potential therapeutic interventions aimed at raising HDL-C levels in plasma of
patients at increased risk for developing atherosclerotic vascular disease.
The results presented in this study provide evidence supporting that apoA-l
interacts with cAMP I PKA-dependent pathway leading to ABCA1 phosphorylation. This
process might play in vivo a key functional role in the activation of ABCA1 by increasing
its phosphorylation, allowing cholestecol to bound free apoA-l.
Further study of the role of apoA-l in mediating cellular signaling and its
interaction with ABCA1 protein may provide new insights into the mechanism cf reverse
cholesterol transport, plasma factors affecting HDL metabolism, and the therapeutic
potential cf ABCA1 in preventing or treating atherosclerotic vascular disease.
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ABSTRACT
It has been suggested that signal transduction pathway initiated by apoA-l activates key
proteins involved in cellular lipid efflux. We investigated apoA-I-mediated cAMP signaling
in cultured human fibroblasts induced with 22 (R)-hydroxycholesterol and 9-cis-retinoic.
Treatment of fibroblasts with apoA-l increased ABCA1 phosphorylation in a
concentration-dependent manner. Maximum phosphorylation was reached at 10 pglmL
of apoA-I, representing a 220% increase. Concomitantly, apoA-l increased the
intracellular level of cAMP in a concentration and time-dependent manner. Maximal
cAMP level was reached within 10 min at 10 pg/mL of apoA-I representing a 100%
increase. The ability of apoA-l to mediate cAMP production was only observed in
stimulated cells, whereas forskolin, an activator of adenylyl cyclase, induced cAMP
production in either stimulated or unstimulated ceils. Pharmacological inhibition of PKA
(H89) completely blocked apoA-l-mediated ABCA1 phosphorylation. Naturally occurring
mutations of ABCAJ associated with Tangier disease (TD) (C1477R, 2203X and 2145X)
severely reduced apoA-l-mediated cAMP production, ABCA1 phosphorylation, 125l-apoA-
I binding, and cellular lipid efflux, without affecting forskolin-mediated cAMP elevation.
By contrast, the PKA catalytic subunit was able to phosphorylate similarly ABCA1 from
mutant and control celI lines in vitro. Finally, pertussis toxin, which inhibits G protein
dependent activation of phosphatidylinositol-specific phospholipase C, markedly
decreased apoA-I-mediated phospholipid efflux in stimulated normal cells. Together, our
resuits indicate that: 1) apoA-I activates ABCA1 phosphorylation via cAMP/PKA
dependent pathway; 2) apoA-I-mediated cAMP production required high level
expression of functional ABCA1 protein; and 3) ABCA1-dependent phospholipid efflux is
modulated by phospholipases. These findings suggest that apoA-l activates cAMP
signaling through G protein-coupled ABCA1 receptor.
Keywords: ApoA-I, HDL, ABCA1 phosphorylation, PKA, cAMP signaling, G protein
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ABBREVIATIONS
ABCA1, ATP binding cassette AI; AC, adenylyl cyclase; cAMP, cyclic adenosine
monophosphate; FHD, Familial HDL deficiency; FRK, forskolin; GPCRs, G protein
coupled receptors; GŒ, a subunit of the heterotrimeric G protein; HDL, high density
lipoprotein; HUVEC, human umbilical vein endothelial celis; 1P3, inositol 1,4,5-
trisphosphate; DA, okadaic acid; PC-PLC, phosphatidylcholine-speciflc phospolipase C;
PC-PLD, phosphatidylcholine-specific phospolipase D; PI-PLC, phosphatidylinositol
specific phospolipase C; PKA, protein kinase A; PKA-c, catalytic unit of PKA; PTx,
pertussis toxin; TD, Tangiet disease.
94
INTRODUCTION
ATP-binding cassette transporter Ai (ASCA1) mediates the active removal 0f cellular
choiesterol and phospholipids to lipid-poor apolipoproteins from a variety of celis. This
process plays a crucial role in the biogenesis of HDL particles (1-3). The importance of
ABCA1 in reverse choiesterol transport (ROT) process has been strikingly demonstrated
by the identification of mutations in ABCA1 gene iocus as the molecular defect of
Tangier Disease (TD) and Familial HDL Deficiency (FHD) (4;5). These patients are
characterized by extremeiy iow HDL levels, caused by inadequate transport of ceilular
choiesteroi and phosphoiipids to the extraceiiuiar space, leading to hypercataboiism of
iipid-poor nascent HDL particles (6). Thus, factors affecting the active lipidation of apoA-i
are iikeiy to affect the homeostasis of plasma HDL choiesterol and the ROT process,
one of the major mechanisms by which HDL may prevent atheroscierotic vascular
disease (7).
We have previously documented that cAMP/protein kinase A (PKA)-dependent
pathway plays a pivotai roie in ABCA1 phosphoryiation and moduiates ceiluiar lipid
efflux-mediated by apoA-i in fibrobiasts (8). In a reiated observation, See et aI. (9)
reported that S2054 on the ABCA1 protein is essentiai for PKA phosphorylation and for
regulation of ABCA1 transporter activity. In addition, it has been shown that PKA or
protein kinase C (PKO) controis the function of ABC transporters, CFTR and P
giycoprotein by their phosphorylation (1O;11). A number of kinases have been impiicated
in ceiiular lipid effiux including mitogen-activated protein kinase (MAPK) and PKC
(12;13). PKC inhibitors severeiy reduce apoiipoprotein-mediated choiesteroi efflux (14),
at the same time, protein kinase agonists such as 1 ,2-dioctanoylgiyceroi and phorbol
myristate acetate increase choiesterol effiux (15). On the othet hand, it was reported that
cAMP-mediated choiesterol effiux to apoA-i is associated with the binding, uptake, and
resecretion of apoA-i in a caicium-dependent pathway in murine macrophages (16).
Such cross-taik between cAMP signaling, Ca2 and phosphoiipid-dependent signaling
pathways might piay in vivo a key functional role in the activation of ABCA1 by its
phosphoryiation, aiiowing apoA-i iipidation.
Aithough it is ciear that ceiiuiar signaling process piays an important roie in ceiiuiar
lipid homeostasis and lipid efflux, structurai determinants of moiecular interactions
between ceii signaiing molecuies and apoA-i have not been elucidated. We hypothesize
that apoA-i activates cAMP signaiing directiy or via cross-taik mechanisms with other
signai transduction pathways. The present study aims at providing evidence for iinks
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between apoA-I, intracellular cAMP production, ABCA1 phosphorylation, and to examine
how these interactions could be affected by cAMP regulators, PKA inhibitors, or by
naturally occurring mutants of ABCA1.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES
Patients selection — Patients with TD were selected as previously described (3). Ail
these subjects carry a mutation at the ABCAI gene locus and had ciinical signs 0f TD.
Cellular studies in ail TD subjects revealed a marked impairment of apoA-i-mediated
phospholipid and cholesterol efflux. Molecular analysis of the ABCA1 gene reveaied a
compound heterozygous state for subjects TD-1 and ID-3 and a homozygous nonsense
point mutation in subject TD-2 (Table I). Fibroblasts from three normolipidemic subjects
were used as controis.
ABCAI mutational analysis — Analysis of mutations at the ABCAI gene was performed
as previously described (4;5). Exon-specific oligonucleotides were synthesized for each
exon of the ABCA1 gene. Direct sequencing was performed on ail patients and single
nucleotide changes were assessed by comparison between species to identify highly
conserved residues. Ail detected nucleoUde changes were assessed in a large DNA
samples from controi individuais with normal HDL-C and from the same origin.
In vivo phosphotylation and immunoprecipitation (IP) — Confluent cells were stimuiated
or not with 2.5 pg/mL of 22 (R)-hydroxycholesterol and 5 pM of 9-cis-retinoic acid for 20
h, and the media was replaced by MEM-free phosphate solution (invitrogen). Ceils were
then labeled with 0.5 mCi/mL 32P-orthophosphate (Perkin Elmer) for 45 min at 37°C in
the presence or absence of either apoA-l (Biodesign International), 8-Br-cAMP or
okadaic acid. At the indicated time, the celis were washed twice with ice-cold PBS and
scraped into 0.5 mL of IP buffer containing 20 mM Tris (pH 7.5), 0.5 mM EDTA, 0.5 mM
EGTA, 0.1 % Triton-X 100, 1% sodium deoxycholate, 0.1 ¾ SDS, 25 pg/mL okadaic
acid, 25 mM glycerophosphate and the suspension was allowed to stand for 30 min at
4°C in presence of a protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostics). 32P-ABCA1 was
immunoprecipitated by anti-ABCAJ antibody (Novus Biologicals), separated on SDS-gel
and detected by phosphorimager as previously described (8).
Intracellular cAMP assay
— Twenty-five thousand ceils were seeded in 24-well plates.
The next day the ceils were incubated overnight in a serum-free medium
(DMEM/BSA, 1 mg/mL) supplemented with 2 pCi/mL 3H-adenine (Perkin Eimer) in the
presence or absence of 22 (R)-hydroxycholesterol and 9-cis-retinoic acid. Ceils were
then washed once with (DMEM/HEPES, 20 mM) and incubated at 37°C in the presence
97
of 1 mM IBMX with different concentrations of ApoA-l for the indicated times. Adenylyl
cyclase was activated with 40 pM forskolin. After removal of the medium, the reaction
was stopped with 500 pL trichloroacetic acid 5% and the cells were mechanically
scraped and layered on the top 0f WA-1 acid alumina columns (Sigma-Aldrich). The
separation of 3H-cAMP so formed was achieved according to the method already
described (17) and slightly modified (18). In btief, the columns were washed sequentially
with 4 mL of 0.5 mM HCI and 0.5 mL of 0.1 M ammonium acetate (AA) and collected into
scintillation vials with 4 mL of 0.1 M AA. The intracellular cAMP level was expressed in
fmol/mg celI protein. AIl the experiments were performed in tripilcate and the same
experiment was performed at least three times with identical results.
In vitro phosphotylation by PKA-catalytic subunit
— CelIs were stimulated with 22 (R)
hydroxycholesterol and 9-cis-retinoic acid and the ABCA1 protein was
immunoprecipitated as described above. The complex protein A-Sepharose-ABCA1
(25 j.iL) was added to PKA reaction buffer containing 20 pM ATP, 10 IJCi y-32P-ATP
(Perkin Elmer), 0.1% BSA, 140 mM NaCI, 4 mM KCI, 2 mM MgCI2, 0.5 mM CaCI2, 10
mM Tris (pH 7.4), and incubated with 180 nM of PKA catalytic subunit (Calbiochem) at
30°C for 15 min in a total volume of 50 iiL. 32P-ABCA1 was sepatated on SDS-6%
polyacrylamide gel and then separated proteins were transferred into PVDF-membrane
and detected by phosphorimager.
ApoA-I binding assay— Putified human plasma apoA-l was iodinated with 1251 by IODO
GEN (Pierce) to a specific activity of 4000 cpm/ng apoA-l. CelIs from three normal
controls and three TD subjects (Table I) were grown on 24-well plates and stimulated as
described above. Oeils were then incubated at 37°C with 10 pg/mL 125i-apoA-i (under
saturating binding conditions) in DMEM/BSA (1 mg/mL) for 2 h at 37°C and then washed
twice with cold PBS/BSA and twice with PBS. CelI association radioactivity and celI
protein were measured after digestion in 0.1 N NaOH. Non specific binding was
determined in the presence of a 40-folU excess of unlabeted apoA-I. Results are
expressed as nanograms cf specific 125l-apoA-l binding/mg of celi protein. For
appropriate comparison results were presented as percent cf controls (Table I).
Cellular Iipid Efflux — Phospholipid and cholesterol efflux were determined as previously
described (3;19) with minor modifications. Briefly, 50 000 cells were seeded in 12-weIl
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plates. At mid-confluence, the celis were labeled with J-5 pCi/mL 3H-choline (Perkin
Elmer) or 0.2 pCi/mL 3H-cholesterol (Perkin Elmer) for 48 h. At confluence, ceNs were
cholesterol-loaded (20 pg/mL) for 24 h. After a 24 h equilibration period, ceils were
stimulated with 2.5 pg/mL of 22 (R)-hydroxycholesterol and 5 pM of 9-cis-retinoic acid
for 20 h. Phospholipid or cholesterol efflux was determined at either 2 h or 24 h with
10 pg/mL apoA-l. Cellular lipid efflux was determined as follow: 3H cpm in medium/(3H
cpm in medium ÷ 3H cpm in ceNs); the results were expressed as ¾ of total radiolabeled
phospholipids or cholesterol.
Statistical analysis — Intracellular cAMP levels have been compared statistically by t-
test. Two-tailed p values <0.05 were considered as significantly different.
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RESULTS
Previously we developed a semi-quantitative, immunoprecipitation-based method for
detection of ABCA1 phosphorylation in intact ceils (8). In the present study, we modified
this technique by reducing the time of labeling the celis with 32P-orthophosphate from
120 min to 45 min at 37°C, the new method is more sensitive to small variation of
ABCA1 phosphorylation. As shown in Fig.1, ABCA1 is phosphorylated at a basal level in
untreated normal intact cultured human fibroblasts in which ABCA1 was induced by 22
(R)-hydroxycholesterol and 9-cis-retinoic acid (stimulated celis). Inclusion of the Sertrhr
phosphatase inhibitor okadaic acid (OA, 10 pM ) during 32P04 labeling resulted in a
significant increase in the level of ABCA1 phosphorylation. In addition, the treatment of
celis with 8-Br-cAMP (1 mM) in the presence of QA during the 32P04 labeling further













Fig. 1. Detection of ABCAI receptor phosphorylation using a more sensitive
method. Normal intact fibroblasts were stimulated with 2.5 pg!mL of 22 (R)
hydroxycholesterol and 5 pM 0f 9-cis-retinoic acid for 20 h (stimulated celis). Celis were
then Iabeled with 0.5 mCi/mL 0f 32P-orthophosphate for 45 min in the presence or
absence of 10 pM okadaic acid (QA) alone or 10 pM of OK plus 0.5 mM 8-Br-cAMP. 32P-
labeled ABCA1 was immunoprecipitated and separated by electrophoresis, and then
transferred to PVDF-membrane as described under “Experimental Procedures”. 32P-
Iabeled ABCA1 separated in duplicate for each treatment was revealed by





In order to establish the relationship of apoA-I with ABCA1 phosphorylation activity,
normal intact stimulated celis were treated with increasing amounts of apoA-I (0, 5, 10,
50 pg/mL) during 32P04 labeling. Phosphorylated ABCA1 was immunoprecipitated and
detected as described under “Experimental Procedures”. As shown in Fig. 2A, treatment
of stimulated fibroblasts with apoA-I increased ABCA1 phosphorylation in a
concentration-dependent manner. Maximum phosphorylation was reached at 10 pg/mL
apoA-I, and represents a 220% increase, compared to basal phosphorylation level of
ABCA1 in untteated ceils. Percent increase of 32P-ABCA1 from three different samples
separated together on the same membrane for appropriate comparison was presented
(Fig. 2A, lower panel). One representative experiment is shown in the upper panel of
Fig. 2A. The etfect ot apoA-l on ABCAI phosphorylation was also observed in
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Fig. 2. Concentration-dependence of apoA-l-medïated phosphorylation of ABCAI
and the effect of celi stimulation on ABCAI phosphorylation. Panel A: stimulated
fibroblasts were 32P-orthophosphate-labeled (as in Fig. 1) in the presence of increasing
amounts of apoA-l (0, 5, 10, 50 pg/mL) for 45 min at 37°C. 32P-labeled ABCA1 was
immunoprecipitated and quantified by phosphorimager. Percent increase of 32P-ABCA1
from three different samples from the same cells is presented. Plotted values are mean
± S.D. ot triplicate measures (lower panel). ABCA1 protein were detected in the same
membrane by anti-ABCA1 antibody and used as a control for protein loading. One
experiment, representative of three, is shown in the upper panel. Panel B: either
unstimulated or stimulated normal fibroblasts were 32P-orthosphosphate-labeled in the
absence or presence of 10 pg/mL 0f apoA-l. 32P-labeled ABCA1 was immunoprecipitated
and quantified by phosphorimager. Percent increase of 32P-ABCA1 from three different
samples from the same cells is presented . Plotted values are mean ± S.D. of triplicate
measures.
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Because cAMP has been suggested as the mediator of apoA-l-mediated ABCA1
phosphorylation (8;9), the question was raised whether the increase in ABCA1
phosphorylation induced by apoA-I was associated with an increase in cAMP production.
As shown in Fig.3, treatment of stimulated fibroblasts with apoA-l (10 pg/mL), increased
rapidly the intracellular level of cAMP in a time-dependent manner, reaching maximal









Fig. 3. Time-dependence of apoA-l-mediated cAMP production in stimulated
normal ceils. Stimulated normal celis were incubated with 10 .ig/mL of apoA-l for
varying periods of time (0, 5, 10, 30, 60 mm) and then intracellular cAMP levels were
determined as described under “Experimental Procedures”. Plotted values are mean ±
S.D. oftriplicate measures.
At the same time, treatment 0f stimulated normal ceils with increasing amounts 0f apoA-I
(0, 1, 5, 10, 50 pglmL) increased intracellular cAMP levels in a concentration-dependent
manner (Fig. 4A). Maximal cAMP level was reached at 10 pglmL of apoA-l, representing
a 100% increase, compared to basal intracellular cAMP level in untreated cells (506±15
vs. 1119.9±66.2 fmol/ mg ceil protein, respectively). Above 10 pg/mL of apoA-I, the
intracellular cAMP levels decreased gradually. By contrast, increasing the concentration
of agonist (apoA-l) in unstimulated ceils did not elevate cAMP concentrations above
basal levels (Fig.4A). A control experiment was performed to probe the specificity of
apoA-I response. We demonstrate that apoA-I (10 pg/mL) was able to mediate cAMP
production in stimulated, but not unstimulated normal fibroblasts from three different cell
unes (Eig.4B). We observed that stimulation of ceNs with 22 (R)-hydroxycholesterol and
I
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Fig. 4. Concentration and time-dependence of apoA-l-mediated cAMP production
in stimulated and unstimulated normal cetls. Panel A: either stimulated or
unstimulated normal fibroblasts were incubated with increasing amounts cf apoA-l
(0, 1, 5, 10, 20, 50 tjg/mL) for 15 min at 37°C and intraceNular cAMP levels were
determined. Plotted values are mean ± S.D. cf triplicate values. Panel B: unstimulated
and stimulated normal fibroblasts from three different celI unes were incubated with
either 10 pglmL of apoA-l or 40 t.JM forskolin (FRK) for 15 min at 37°C and intracellular
cAMP levels were determined. Plotted values are mean ± S.D. of triplicate values from




9-cis-retinoic for 16 to 24 h increased ABCA1 protein levels and specific 125l-apoA-l
binding by 4-fold, compared to unstimulated cells (data not shown). As expected,






















In otder to provide further evidence for a specific rob of PKA in apoA-l-mediated ABCA1
phosphorylation activity, we examined the effect cf H89 PKA inhibitor on ABCA1
phosphorylation. Treatment cf normal stimulated colis with increasing amounts of H89
(0,1,5 10 pM) in the presence of apoA-l (10 pg/mL) inhibited almost completely apoAl
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Fig. 5. Effect of H89 proteïn kinase A (PKA) inhibitor on apoA-I-mediated ABCAJ
phosphorylation. Lower panel: stimulated normal fibroblasts were 32P-
orthophosphate-labebed (as in Fig. 1) in the presence of 10 pg/mL of apoA-l with
increasing amounts of H89 (0, 1,5, 10 pM). 32P-labeled ABCAJ was immunoprecipitated
and quantifled by phosphorimager. Percent decrease of 32P-ABCA1 from three different
samples from the same cells is presented. Plotted values are mean ± S.D. cf triplicate
measures. One experiment representative of three is shown in the upper panel. The
ABCA1 protein was detected on the same membrane by anti-ABCA1 antibody and used
as a control for protein loading.
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To determine whether naturally occurring mutations of ABCAI may affect the ability of
apoA-I to mediate either cAMP production or ABCA1 phosphorylation activity, stimulated
fibroblasts from normal control and three ABCA1 mutants associated with Tangier
Disease (TD) (Table I) were incubated in the absence or presence of apoA-I (10 pglmL)
or FRK (40 pM) for 15 mm, and the intracellular concentration of cAMP were determined.
In parallel experiments, stimulated cells from normal control and TD celI unes were
labeled with 32P-orthophosphate in the absence or presence (10 pglmL) of apoA-I and
the percent increased in ABCAI phosphorylation were determined. As shown in Table I,
intracetiular cAMP levels and ABCA1 phosphorylation were increased significantly in
response to apoA-I treatment in normal cells, but apoA-I failed to mediate either
intracellular cAMP production, ABCA1 phosphorylation or cellular lipid effiux in TD celi
lines. As expected, FRK-mediated cAMP production was not significantly different
between normal and TD celI unes (Table I).
We next examined whether the absence of cAMP response was due to defective
apoA-l binding to ABCAI mutants. Specific 1251-apoA-l cell association was determined in
three normal and three ABCA1 mutant cell lines, as described under “Experimental
Procedures”. As shown in Table I, specific 1251-apoA-l was found severely reduced in TD
celI lines as compared to normal cells.
To determine whethet the absence of ABCA1 phosphorylation in response to apoA-l
stimulation in TD ceils was due to an abnormal PKA phosphorylation sites, in vitro
experiments were carried out in which immunoprecipitated ABCA1 from normal and TD
stimulated ceils was phosphorylated by the catalytic subunit of PKA (PKA-c). As shown
in Fig. 6, the PKA-c was able to phosphorylate similarly ABCA1 from normal and TD
cells.
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Fig. 6. ABCAI receptor trom normal and ID ceil unes is phosphorylated by PKA
catalytic subunït in vitro. Fibroblasts from normal controls (n=2) and TD subjects (n=3)
(Table I), were stimulated and ABCA1 was immunoprecipitated and incubated with y-32P-
ATP in the absence or presence of the PKA catalytic subunit (PKA-c) as described
under “Experimental Procedures”. 32P-labeled ABCA1 was separated by electrophoresis,
and then transferred to PVDF-membrane. 32P-labeled ABCA1 was revealed by
phosphorimager. The ABCA1 protein was detected on the same membrane by anti
ABCA1 antibody and used as a control for protein loading.
Defective regulation of either phosphatidylcholine-specific phospholipase C (PC-PLC) or
phosphatidylcholine-specific phospholipase D (PC-PLD) in response to apoA-l was
previously observed in TD cells (20) suggesting that G protein-dependent coupling of
two phospholipases was afîected by ASCA1 mutations associated with TD. We next
examined a possible interaction between ABCA1 receptor and phospholipases. The
effect of pertussis toxin (PTx) known as an inhibitor of signaling through G-protein
dependent activation of phosphatidylinositol-specific phospholipase C (Pl-PLC), was
tested on apoA-l-mediated phospholipid efflux in stimulated celis. Treatment of
stimulated ceils with increasing amounts of PTx (0,10,100,1000 nM) in the presence of







Fig. 7. Effect of pertussis toxïn (Pix) on apoA-I-mediated phospholipid efflux in
stimulated normal fibroblasts. Normai fibrobiasts were cholesteroi-ioaded and 3H-
choline-Iabeled, as described under “Experimentai Procedures”. Oeils were stimuiated
for 20 h and preincubated with increasing amounts of PTx (0, 10, 100, 1000 nM) for 2 h,
and then incubated for an additional 2 h in the presence of 10 pg/mL cf apoA-l. The
radioactivity in the medium and in the celis was determined. Phospholipid effiux was
determined as percent of total (media + ceils) 3H-phospholipids measured in the
medium, and represents the mean ± S.D. from triplicate welts.
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DISCUSSION
It is well accepted that removal of cholesterol from peripheral cells by HDL involves
signal transduction systems in which HDL receptors at the celi surface are believed to
transmit the signal to intracellular effectors (21;22). In this report, we demonstrate that
apoA-I induces ABCA1 phosphorylation activity in a concentration-dependent manner in
stimulated normal ceils (Fig. 2). Concomitantly, apoA-I increased intracellular cAMP
levels in a concentration and time-dependent manner in stimulated normal ceils
(Fig. 3,4). At the same time, the H89 PKA inhibitor abolished apoA-l-mediated ABCA1
phosphorylation (Fig. 5), consistent with the concept that cAMP/PKA-dependent
pathway may regulate ABCA1 activity and consequently cellular Iipid efflux (8;9). This is
supported by a previous study demonstrating that anion flux mediated by ABCA1
expression in Xenopus oocytes can be stimulated by cAMP or inhibited by the PKA
inhibitor, H89 (23). Furthermore, it was documented that PKA phosphorylation of ABCA1
S2054 is important for maintaining normal phospholipid efflux function (9).
Although the molecular mechanism of apoA-l-mediated cAMP signaling has not yet
been elucidated, the present study shows that at a constant level of ABCAJ receptot
expression in unstimulated cells, increasing agonist concentration (apoA-l) did not
elevate cAMP concentrations above basal levels (Fig. 4A), this indicate that the amount
of ABCA1 in unstimulated fibroblasts, is below a threshold level needed to trigger cAMP
production. At the same time, increasing ABCA1 receptor expression in stimulated cells
(4-fold) caused a significant increase in the intracellular cAMP concentration (80-100%)
in response to apoA-l treatment (Fig. 4A,B). These results suggest that the amount of
apoA-I-dependent cAMP accumulation in normal stimulated fibroblasts reflects the level
cf adenylyl cyclase (AC) activation and thereby indicates the efficiency of ABCA1
receptor coupling to G protein a subunits (GŒ5), known as a physiological activator cf
AC. In agreement with this conclusion, we demonstrated that in human endothelial cells
(HUVEC), which do not express the ABCA1 receptor, apoA-l failed to increase cAMP
production in both stimulated and unstimulated cells (data not shown). It is well
documented that a wide variety of neurotransmitters, peptide and protein hormones,
chemokines, growth factors, and other ligands elicit specific cellular responses by
binding to plasma membranes receptors that are coupled to one or more heterotrimeric
guanidine nucleotide binding regulatory proteins (G protein)-coupled receptors (GPCRs).
Once activated, GPCRs couple to and activate specific G protein isoforms that promote
the production of intracellular second messengers such cAMP (24;25). 0f interest, we
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observed that increasing apoA-l concentration above 10 pg/mL depressed intracellular
cAMP production (Fig. 4A), consistent with the phenomenon of receptor uncoupling
process (desensitization), whereby activated receptors become phosphorylated and bind
f3-arrestin proteins, inhibiting further interaction with G protein (26;27). Our results
suggest that apoA-I activates cAMP signaling through ABCA1 receptor coupled to G
protein. This concept of apoA-I receptor-mediated signaling was supported by the
identification of a PDZ-containing adaptor protein interacting with the cytoplasmic
domain of the intensively studied HDL receptor scavenger receptor type BI (SR-BI) (28).
The proposed mechanism of apoA-I/ABCA1 receptor/G protein interactions was
further strengthened by our resuits demonstrating that apoA-I-mediated either cAMP
production or ABCA1 phosphorylation were severely impaired in stimulated fibroblasts
form TD subjects (Table I). We postulate that functional ABCAJ is required for selective
coupling to GŒ or, alternatively, the structural characteristics of apoA-l binding to
ABCA1 receptor can directly affect its interaction with G protein. In the present study,
evidence was in fact obtained to support both of these possibilities. First, specific binding
of 1251-apoA-l to ABCA1 receptor was severely reduced in TD ceNs, suggesting that
ABCA1 receptor mutants that failed to bind apoA-I also failed to mediate either an
increase in cellular cAMP levels, PKA-mediated ABCA1 phosphorylation or cellular Iipid
efflux (Table I). This conclusion is consistent with the finding that: 1) the capacity of
forskolin to stimulate AC was unimpaired in TD ceNs (Table I); and 2) the PKA catalytic
subunit was able to phosphorylate similarly ABCA1 from the three mutants and control
ceil unes in vitro (Fig.6). Although the three ABCA1 mutants seem to be normally
expressed (Fig. 6), the Iocalization of ABCA1 to the plasma membrane (PM) was not
examined here. However, it was reported that ABCA1 mutation in the second large
extracellular (oop (C1477R) associated with TD1 was detected at the PM but eticited a
significantly teduced binding of apoA-I and lipid efflux (29). This suggests that the main
defect resides in the inability to bind apoA-I inline with the current concept. However, it
was documented that ABCA1 with a R587W or Q597R mutation appeared to be
impaired with intracellular trafficking and predominantly Iocalized in the endoplasmic
reticulum (ER) (30). In addition, it was reported by Fitzgerald et al (31) that W590S
mutant of ABCA1 had a normal apoA-l binding, but showed littie or no apoA-I-stimulated
cholesterol efflux. These observations indicate that although the binding of apoA-l to
ABCA1 might be necessary for coupling to G protein and subsequent activation of AC, it
is not sufficient for stimulation of cholesterol efflux. This suggests that a specific domain
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within ABCA1 may be necessary for coupling to G protein. Consistent with this idea,
substitution of loop i2 and i3 of the glucagon receptor did not affect glucagon binding, but
abolished glucagon-mediated cAMP production, indicating that both loop i2 and loop i3
are involved in glucagon receptor coupling to G (31). Similarly, G-coupled adenylyl
cyclase-activated cAMP production was severely impaired by the substitution at the
carboxyl terminal of the gonadotropin releasing hormone receptor (32). We are currently
investigating the structural requirement for ABCA1 receptor to couple to G protein,
activating AC, and regulating receptor activity at the celI surface.
HDL triggers a variety of intracellular signaling events, including activation of either
Pl-PLC, PC-PLC or PC-PLD, PKC, MAPK, tyrosine kinase (33-35), nitric oxide (NO),
intracellular Ca2 release, and ceramide production (36). The diversity of HDL-mediated
cellular responses can in part be explained by the heterogeneity and composition of HDL
particles (apolipoproteins and lipids) (37-39) as well as by the different HDL receptor
possibly involved (SR-BI, ABCA1, G protein coupled to phospholipases). Defective
regulation ot either PC-PLC or PC-PLD in response to apoA-I was previously observed
in TD cells (20). The same group has also reported later that proteins of the Rho family
(RhoA, RhoB, RhoG, Rac-1) are enriched in fibroblasts from TD patients (40),
suggesting that G protein- or Rho family protein-dependent coupling of phospholipases
was affected by ABCA1 mutations. This concept is supported by out resuit
demonstrating that pertussis toxin (PTx), which inhibits signaling through G protein
dependent activation of PI-PLC, decreased significantly phospholipid efflux induced by
apoA-I in stimulated normal cells in a concentration dependent-manner (Fig. 7). We
focused on phospholipid efflux, because there is accumulating evidence that ABCA1
may be a phospholipid translocase and may not directly transport cholesterol (41 ;42). lt
is well documented that activation of PI-PLC results in the immediate production of
inositol 1 ,4,5-trisphosphate (lP3) and diacylglycerol with subsequent activation of PKC,
which regulate cellular lipid efflux (14;15). In addition, it was reported that both PLC
mediated 1P3 generation and mobilization of Ca2, are regulated through PTx-sensitive,
Gu-derived Gf3y subunits rather than through Gq-coupled mechanisms (43). This
observation raises the possibility that ABCA1 may be coupled to both Ga and
phospholipases, allowing apoA-I to be lipidated through different pathways. Receptor
coupling to multiple G proteins, i.e. dual coupling or cross-talk, has been observed in
several reports. Thus, receptor for LH/CG, cholecystokinin A and TRH can couple to
both phospholipase C and AC pathways (44;45). In addition, 32-adrenergic receptor (f3-
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AR) was found to couple to both Ga and GŒ, and protein kinase A-mediated
phosphorylation of the r3-AR was shown to serve as a switching mechanism to regulate
the dual G protein coupling specificity of the receptor (46). Undoubtedly, further work is
necessary to establish more definitively a possible functional link between ABCA1
receptor, phospholipases and G protein.
In conclusion, we have found that intracellular cAMP release induced by apoA-I
leads to ABCAI phosphorylation via a PKA-dependent mechanism, most likely involving
G protein-coupled to ABCA1 receptor. This mechanism is outlined in the model
presented in Fig. 8. This model requires initial apoA-l binding to ABCA1 receptor which
couple to Ga leading to activation cf AC, cAMP production and subsequent PKA
mediated ABCA1 phosphorylation, allowing lipidation of apoA-l. Further elucidation of
the molecular interactions between apoA-I/ABCA1/G protein complex should clarify the
mechanism by which ABCA1 is involved in the biogenesis of HDL particles and suggest
novel therapeutic potential of signaling molecules in preventing or treating
atherosclerotic vascular d isease.
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ABCM receptor
Fig. 8. A proposed model of ABCAI receptor coupling to GŒ-mediated-activation
of adenylyl cyclase (AC) in stimulated fibroblasts. ApoA-I binding to ABCA1 receptor
stimulates Ga-mediated activation of AC leading to an increase of cAMP production
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Chapitre 6: Discussion générale
6.1 Altération de l’homéostasie du cholestérol intracellulaire
La régulation du cholestérol intracellulaire dans les cellules périphériques résulte d’un
équilibre entre l’apport du cholestérol par les LDL, la biosynthèse endogène et l’efflux de
cholestérol. L’absorption cellulaire du cholestérol est contrôlée par le récepteur des LDL,
ainsi que par le récepteur Scavanger, responsable de l’absorption non régulée du
cholestérol à partir des LDL oxydées. Donc, les cellules qui accumulent et ne
métabolisent pas le cholestérol, doivent se doter d’un système efficace afin d’éliminer
l’excès de cholestérol dans la cellule. Lots de ce processus, l’ABCAl, une protéine
contrôlée par les niveaux de cholestérol cellulaire, est le transporteur qui a la capacité
de moduler les niveaux de cholestérol intracellulaire en stimulant l’efflux de cholestérol
vers l’apolipoprotéine A-l. Des mutations dans le gène de l’ABCAl sont à l’origine de la
maladie de Tangier et de la déficience familiale en HDL. Chez les sujets qui en sont
affectés, il y a une accumulation d’esters de cholestérol dans les cellules de tissu
réticulo-endothélial et une incapacité à effluer le cholestérol intracellulaire vers les
particules d’HDL ou d’apoA-l. Cependant, cet efflux actif de cholestérol est dépendant
de la liaison de l’apoA-l à I’ABCAJ et implique des voies de transduction de signaux
cellulaires ainsi qu’une translocation des molécules de cholestérol et de phospholipides
via le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi. Dans ce modèle, Mendez et al. ont
observé que le défaut d’effiux de cholestérol est corrélé avec une altération des
fonctions de l’appareil de Golgi (187). De même, le traitement des fibroblastes normaux
avec la bréfeldine et le monensin (inhibiteurs de la fonction du Golgi) diminue très
fortement l’efflux de cholestérol contrôlé par l’apoA-l ou les HDL (187). L’altération de la
fonction de l’appareil de Golgi est probablement due à l’accumulation des esters de
cholestérol et à la dégradation accrue des phospholipides observés dans les
macrophages des cellules Tangier. En ce sens, une altération de l’homéostasie des
lipides rencontrée dans les cellules de Tangier serait associée au défaut de mobilisation
vers la membrane plasmique des lipides des structures Golgiennes. Ce défaut serait
dépendant de I’ABCAI et du transport vésiculaire des lipides. En effet, récemment
l’équipe de McPherson et al. a montré que l’apoA-l stimule le transport vésiculaire du
Golgi vers la membrane plasmique (188). Ce transport nécessite une protéine ABCA1
fonctionnelle ou un mécanisme d’efflux de cholestérol actif. C’est probablement pour
cette raison que le défaut moléculaire de I’ABCAl rencontré dans les cellules de Tangier
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a été incapable de provoquer ce même transport vésiculaire (188). Cependant, le
mécanisme de participation de l’ABCAl au transport vésiculaire du Golgi reste toujours
à être élucidé. Étant donné que l’appareil de Golgi (surtout le trans-Golgi) partage
beaucoup de caractéristiques structurales avec la membrane plasmique, il n’est pas
exclu que l’ABCAl soit aussi présent le long du Golgi et influence directement le
transport vésiculaire vers la membrane plasmique. Cette théorie a été renforcée par les
travaux de Neufeld et al. qui suggèrent l’existence d’un transport par navette d’ABCAl
entre les endosomes, les lysosomes et la membrane plasmique (189). L’ensemble de
ces travaux suggère que l’apoA-l puisse initier une cascade de transductions de signaux
régulant l’activité de l’ABCAl à la membrane plasmique ou dans l’appareil de Golgi,
stimulant ainsi le transport vésiculaire et l’efflux des molécules de cholestérol.
L’altération de l’homéostasie du cholestérol intracellulaire rencontrée dans la maladie de
Tangier et de FHD provoque l’hypoalphalipoprotéinémie. D’autres troubles métaboliques
provoquent aussi la baisse de la concentration d’HDL plasmatique. C’est le cas de la
maladie neurodégénérative de Niemann-Pick de type C (NPC), caractérisée par une
accumulation de cholestérol dans les lysosomes et les endosomes (1 90,191). Au niveau
moléculaire, la maladie se caractérise par des mutations de la protéine NPC1 qui facilite
le transport du cholestérol des endosomes/lysosomes vers le Golgi et la membrane
plasmique (192,193). Récemment, des chercheurs ont mis en évidence que le défaut de
transport de cholestérol rencontré chez les patients NPC est le résultat d’une activité
réduite de l’ABCAl dans les fibroblastes (194). Par conséquent, ceci provoque une
chute de la concentration de HDL chez 81% des sujets NPC’ étudiés. Ces travaux
suggèrent ainsi un lien entre le défaut d’activité de I’ABCAI et la neurodégénérescence
rencontrée dans la maladie de NPC. De plus, le défaut de cholestérol observé dans les
neurones (195) et les cellules gliales (196) laisse supposer un défaut d’activité de
l’ABCAl dans le cerveau. Des travaux supplémentaires seront nécessaires pour la
compréhension du rôle de l’ABCAl et du transport du cholestérol dans les cellules
nerveuses afin de mieux comprendre certaines maladies neurodégénératives.
Jusqu’à maintenant, l’ABCAI nous apparraft comme étant la protéine clé dans le
contrôle du mouvement du cholestérol cellulaire dans plusieurs types cellulaires ainsi
que dans la fabrication des particules HDL. La modulation de cette protéine ouvre la
voie au développement d’un traitement contre les maladies cardiovasculaires ainsi que
contre toutes autres maladies impliquées dans un défaut de transport du cholestérol.
120
6.2 Modulation de l’efflux de cholestérol par les voies de transduction de signaux
6.2.1 Voie de la phosphatidycholine, de la sphingomyéline et de la céramide
En utilisant une méthode de radiomarquage du cholestérol qui enrichie les pools
intracellulaires de cholestérol (marquage des cellules durant leur croissance), nous
avons démontré un efflux de cholestérol et de phospholipides cellulaires anormalement
diminué (50% du niveau des sujets normaux) chez les sujets présentant une déficience
familiale en HDL. Cette anomalie est associée à une mobilisation nettement réduite du
pool de cholestérol estérifié au cours de la stimulation de l’efflux (197). Ce défaut est
semblable à celui rapporté dans la maladie de Tangier (10% du niveau des sujets
normaux). L’efflux de cholestérol a été examiné en utilisant l’apoA-l comme accepteur
extracellulaire de cholestérol.
Par ailleurs, la désorption (diffusion passive) du cholestérol de la membrane plasmique
dans les cellules des patients FHD et de la maladie de Tangier n’est pas affectée. En
effet, nous avons démontré que l’effiux de cholestérol généré par les vésicules de
sphingomyéline, phosphatidycholine et cyclodextrine, est similaire dans les cellules
contrôles ainsi que dans les cellules des sujets affectés (chapitre 3, Fig. 2 et 3). Dans ce
processus, il n’existe pas de mécanisme de liaison à un récepteur particulier, mais plutôt
une simple diffusion du cholestérol membranaire vers des vésicules de phospholipides
ou de cyclodextrine. D’autres part, l’efflux de cholestérol provoqué par l’apoA-l est
augmenté dans les trois lignées cellulaires et corrigé dans les cellules de Tangier et
FHD par l’addition de vésicules de phosphatidylcholine et de sphingomyéline exogènes.
Dans le fibroblaste, approximativement 90% du cholestérol et de la sphingomyéline
réside à la membrane plasmique (198). Cette colocalisation est probablement
attribuable à la grande affinité du cholestérol pour la sphingomyéline, comparativement
aux autres phospholipides (199), capables de provoquer un efflux de cholestérol
(200,201). Il est aussi suggéré que la sphingomyéline contribue aux mécanismes de
transduction de signaux à travers la sphingomyélinase capable de générer des
céramides et des sphingosines. La céramide a été impliquée dans l’activation de
certains isoformes de la PKC (202), lesquels sont capables de stimuler la transiocation
de l’efflux de cholestérol cellulaire (115). Récemment, l’équipe de Davidson et al. a
démontré que l’augmentation de la concentration endogène de la céramide augmente
l’efllux de cholestérol cellulaire ainsi que la disponibilité de la protéine ABCA1 à la
membrane plasmique (203). Ces travaux suggèrent donc l’importance des
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sphingolipides dans le transport du cholestérol et dans la régulation du transporteur
ABCA1.
6.2.2 Voie des phospholipases C et D, et de la PKC
Il a été montré par l’équipe de Walter et al. que les particules HDL3 ou apoA-l effluent le
cholestérol cellulaire par la voie de l’hydrolyse de la phosphatidylcholine (24). Le même
groupe a aussi démontré qu’en présence d’apoA-l ou de HDL3, les fibroblastes de la
maladie de Tangier ont un défaut de mobilisation du cholestérol intracellulaire relié à une
altération de l’activité de la PC-PLD et de la PC-PLC (25). Dans cette étude, la
production du PA par l’action de la PLD est réduite, tandis que celle du DAG par l’action
de la PLC est très augmentée, et ce, dans les fibroblastes de la maladie de Tangier
comparativement à ceux des sujets normaux exposés aux même conditions.
L’augmentation des niveaux d’acide phosphatidique par l’action d’un inhibiteur de la
phosphohydrolase (propranolol) ou par un apport exogène du PA, augmente l’efflux de
cholestérol cellulaire activé par l’apoA-l dans les fibroblastes des sujets normaux, FHD
et Tangier (chapitre 3, fig. 6). Également, l’anomalie de production de PA et DAG
observée dans les cellules de Tangier a été recréée dans des cellules normales en
présence de HDL3 et de la toxine de pertussis (PTx). La PTx bloque l’activation de la
PC-PLD régulée par une protéine—G sensible à la toxine et accroît l’activation de la
PC-PLC (25). Ces données suggèrent que l’activation de la PLD couplée à des
protéines-G, soit associée à l’inhibition de l’activation de la PLC et que le défaut
moléculaire de la maladie de Tangier puisse résider au niveau d’un effecteur en amont
de la protéine kinase C, responsable de la régulation des phospholipases spécifiques à
la phosphatidylcholine et dépendantes de la protéine-G.
Parmi d’autres évidences d’une altération de la voie de transduction de signaux dans les
cellules de Tangier, l’équipe de Drobnik et al. (26) a démontré une activation fortement
réduite de la Pl-PLC dans les fibrobtastes de Tangier stimulés par des HDL3 ou des
LDL. De plus, cette altération était accompagnée d’une diminution de la production
d’inositol phosphate et de DAG ayant pour effet de réduire la mobilisation du calcium
intracellulaire et la translocation de la PKC à la membrane plasmique. Il a aussi été
rapporté que la mobilisation d’inositol triphosphate et la libération de calcium
intracellulaire par la Pl-PLC peuvent être modulées par la protéine GŒ sensible au
traitement de la PTx (204). Nos résultats montrent que le traitement des fibroblastes
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normaux pat cette toxine diminue (à dose dépendante) l’efflux de phospholipides
dépendant de l’ABCAl (chapitre 5, fig. 7). Ces observations suggèrent que la protéine
ABCA1 puisse être associée à des phospholipases couplées à des protéines-G,
permettant à l’apoA-l d’être lipidée à travers différentes voies de signalisation. Un défaut
d’ABCAl rencontré dans la maladie de Tangier aboutit à un défaut de modulation de ces
phospholipases et altère, par conséquent, l’efflux de lipides cellulaires.
Nous avons aussi démontré que la stimulation exogène de la PKC, en présence de
DOG ou de PMA, pouvait corriger le défaut de l’efflux de cholestérol observé dans les
cellules des sujets FHD et même l’augmenter significativement dans les cellules de la
maladie de Tangier. De plus, l’efflux de cholestérol des sujets normaux était très diminué
par la présence des inhibiteurs spécifiques de la PKC (calphostine C et GO 6976)
(chapitre 3, fig. 7). De même, il a été rapporté que la sphingosine pourrait être un
inhibiteur de la PKC (205). En effet, nos résultats avec la sphingosine montrent que
l’efflux de cholestérol activé par l’apoA-l est complètement réduit dans les cellules des
sujets normaux, FHD et Tangier. Enfin, nos résultats concordent avec d’autres études
(206,207) démontrant un rôle important de la PKC dans la mobilisation et l’efflux du
cholestérol cellulaire.
Bien que son activité ait été impliquée dans la phosphorylation des protéines
appartenant à la famille des kinases à activité mitogène (Raf-1 et MEK-1) (98), en
réponse au traitement par l’apoA-l ou les HDL, la PKC pourrait aussi activer la PLD et
générer le PA (208). L’incubation simultanée de la calphostine C (inhibant la PKC) et du
propranolol (augmentant le PA) rétablie le défaut d’efflux de cholestérol inhibé
ultérieurement par la calphostine seule (chapitre 3, fig. 7). Ces données démontrent
l’importance du PA dans l’efflux du cholestérol cellulaire. Le PA, ainsi que la PLD, sont
souvent associés au transport vésiculaire dans l’appareil de Golgi (116,117). De plus, le
PA peut être converti en acide lysophosphatidique (LPA) par l’action de la
phospholipase A2. Cependant, nous avons trouvé que le LPA diminue l’efflux de
cholestérol cellulaire dans les fibroblastes des sujets normaux et FHD, alors qu’il
augmente l’efflux dans les cellules de Tangier. De fait, il a été rapporté de façon
intéressante que le LPA est capable de moduler une variété de voies de signalisation
cellulaire et, plus particulièrement, d’inhiber l’adénylate cyclase membranaire libérant
l’AMPc cellulaire (209). À l’heure actuelle, nos données suggèrent que la voie de
l’adénylate cyclase et les nivaux d’AMPc cellulaire soient d’une importance majeure
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dans la modulation de l’effiux du cholestérol activé par l’apoA-l (tel que discuté plus
bas). Ainsi, nos observations de la diminution de l’efflux de cholestérol en présence du
LPA pourrait être attribuable à l’inhibition de l’activité de l’adénylate cyclase dans les
fibroblastes de sujets normaux et ceux de la déficience familiale en HDL en présence
d’une activité résiduelle de I’ABCAJ. Cependant, cet effet inhibiteur serait absent des
fibroblastes de Tangier dû à une activité résiduelle de I’ABCAl insuffisante ou absente.
L’ensemble de ces résultats suggère l’importance de la voie de la PLC, de la PLD et de
la PKC dans la signalisation cellulaire et la modulation de l’efflux du cholestérol
cellulaire. Ces voies appartiennent aux séries d’événements reliés à l’activation de
l’efflux du cholestérol cellulaire et initiées par l’interaction entre l’apoA-l et l’ABCAl. Un
défaut de cette interaction aurait des conséquences importantes dans les voies
métaboliques responsables du transport du cholestérol cellulaire à la membrane
plasmique.
6.2.3 Rôle de l’AMPc cellulaire dans la phosphorylation de l’ABCAI
Bien que la voie de la protéine kinase C apparaisse clairement impliquée dans le
processus de transduction de signaux, la voie de la protéine kinase A dépendante de
l’AMPc pourrait également être impliquée dans la modulation du transport intracellulaire
du cholestérol. L’implication de l’AMPc dans la modulation de I’ABCAI ainsi que dans
l’efflux du cholestérol cellulaire a fait l’objet de nombreuses investigations. L’AMPc a été
reconnue comme étant capable de promouvoir l’efflux de cholestérol cellulaire activé par
l’apoA-l dans les macrophages humains (129). De plus, il a été démontré par Hokiand et
al. (131) qu’une augmentation de l’AMPc cellulaire provoquait la translocation à la
membrane plasmique de stérols nouvellement synthétisés. Aussi, nos résultats
démontrent que l’AMPc cellulaire augmente l’efflux de cholestérol cellulaire activé par
l’apoA-l dans les fibroblastes des sujets normaux. Les niveaux cellulaires d’AMPc
étaient augmentés par l’addition d’un activateur de l’adénylcyclase (forskoline) ou d’un
inhibiteur de la phosphodiestérase (IBMX) (chapitre 4, fig.1). Par ailleurs, la diffusion
passive du cholestérol membranaire n’était pas augmentée par le traitement à l’AMPc
en présence de molécules de cyclodextrine (chapitre 4, fig.1B). L’augmentation de
l’efflux du cholestérol cellulaire, induit par l’AMPc, n’était pas dû à l’augmentation de
l’ARNm ou de la protéine ABCA1, ni à l’hydrolyse des esters de cholestérol dans les
fibroblastes (chapitre 4, fig. 2 et 3). Cependant, dans les macrophages, la présence
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d’AMPc augmentait à la fois l’expression de I’ABCAl, l’efflux de cholestérol, la liaison de
l’apoA-l à l’ABCAl (28,30) ainsi que l’hydrolyse des esters de cholestérol pat l’enzyme
NCEH (210). lI semble donc que l’AMPc cellulaire exerce une régulation différentielle
selon le type cellulaire, Il est probable que les macrophages, cellules accumulant le
cholestérol cellulaire et à risque de devenir spumeuses, puissent se doter de
mécanismes efficaces leur permettant d’évacuer une surcharge de cholestérol
intracellulaire. Ces données suggèrent que dans les fibroblastes, l’AMPc module l’efflux
de cholestérol cellulaire par des mécanismes de régulation post-transcriptionnels,
activant ainsi une ou des protéines clés dans le processus de translocation du
cholestérol intracellulaire contrôlé par l’apoA-l.
Tel que mentionné précédemment, I’ABCAl est une protéine composée de douze
domaines transmembranaires et deux domaines intracytoplasmiques nommés
Nucleotide Binding FoId (NBF). Elle est responsable de l’hydrolyse de I’ATP, une source
d’énergie nécessaire à l’activité du transporteur (211). Les domaines NBF contiennent
des séquences conservées pour la liaison de I’ATP (21), lesquelles forment un contact
avec le phosphate 3 et de l’ATP (212). Des études démontrent que le transporteur
CFTR subit une régulation par phosphorylation grâce à des résidus sérine / thréonine
localisés dans les domaines NBF (213). Pour la première fois, nous démontrons que
l’ABCAl est une phosphoprotéine induite par l’AMPc. La phosphorylation de l’ABCAJ a
est observée dans les premières minutes d’incubation avec l’AMPc ou la forskoline
(chapitre 4, fig.4) et apparaît corrélée avec la fonction de l’ABCAI, responsable de
l’efflux de cholestérol (chapitre 4, fig.1). Sachant que la protéine ABCA1 contient
également des sites consensus de la phosphorylation par la PKA (214) dans les deux
domaines intracellulaires, il est intéressant de constater que la phosphorylation est
augmentée en présence d’acide okadaïque (QA), un inhibiteur des phosphatases
sérine / thréonine (chapitre 5, fig. 1). De plus, nous montrons que l’incubation de la sous
unité catalytique de la PKA provoque la phosphorylation.de I’ABCAJ immunoprécipité
par un anticorps spécifique à l’ABCAl (chapitre 5, fig. 6). Aussi, la présence de
l’inhibiteur de la PKA, le H-89, dans des fibroblastes chargés en cholestérol, inhibe à la
fois la phosphorylation et l’efflux de cholestérol provoqués par l’apoA-l (chapitre 4, fig.
5). Suite à la publication de ces données (chapitre 4), l’équipe de Hayden et ses
collaborateurs ont identifié les sites de phosphorylation de la PKA (215), soit la sérine
1042 (Ser 1042) et la sérine 2054 (Set 2054), localisées dans les motifs walker A et B
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de l’ABCAl, sites préférentiels de phosphorylation par la PKA. La mutation de la Ser
2054 abolissait l’efflux de cholestérol cellulaire dans les macrophages RAW et dans les
cellules embryonnaires humaines des reins, alors que la mutation de la Ser 1042
n’affectait pas l’activité de i’ABCAl. L’ensemble de ces données suggère l’implication de
la PKA dans le processus de phosphorylation de I’ABCAl et de l’efflux du cholestérol
cellulaire. Puisqu’il est généralement admis que l’AMPc est le principal médiateur de la
protéine kinase A, nous suggérons donc que la voie de la PKA dépendante de l’AMPc
contrôle la fonction de l’ABCAI par un mécanisme de phosphorylation fréquemment
rencontré parmi d’autres transporteurs ABC, tel le CFTR et le P-glycoprotéine (21 3,216).
À la différence des fibroblastes des sujets normaux, les cellules de Tangier étaient
incapables de stimuler l’efflux de cholestérol par la présence d’AMPc ou de forskoline
(chapitre 4, fig. 6A). De même, malgré la présence de la protéine dans les fibroblastes
de Tangier, la phosphorylation de l’ABCAJ était altérée (chapitre 4, fig. 6B). Cependant,
l’AMPc et la forskoline arrivaient à corriger l’efflux de cholestérol et la phosphorylation de
l’ABCAl dans les fibroblastes des sujets FHD. Ces données suggèrent qu’un seul allèle
fonctionnel du gène de I’ABCAl soit suffisant pour augmenter l’efflux de cholestérol ainsi
que la phosphorylation de la protéine par l’AMPc cellulaire.
Le défaut de phosphorylation de I’ABCA1, corrélé avec le défaut d’efflux de cholestérol
dans les cellules de Tangier, peut être dû à un défaut d’activation de la PKA ou d’un
repliement (folding) de la protéine affectant les sites de phosphorylation Ser/Thr. En ce
sens, une étude récente démontre que des mutations de I’ABCAI causent la maladie de
Tangier et altèrent la translocation de la protéine à la surface de la cellule, et ce,
probablement par un défaut de folding de la protéine (217). Des défauts de folding
identifiés dans certains mutants du transporteur CFTR (ABCC7) causent la fibrose
kystique (218). Beaucoup d’efforts ont été déployés afin d’explorer les différents
mécanismes pouvant corriger les défauts de folding des mutants CFTR. Il est aussi
rapporté que la substitution du Trp1254 par un Ala et Cys altère la fonction du multidrug
resistance protein 2 (ABCAC2) (219).
Nos données démontrent que l’augmentation de l’efflux du cholestérol cellulaire activé
par l’apoA-l concorde avec celle de la phosphorylation de I’ABCAl dans les premières
heures de stimulation par l’AMPc. De même, un défaut de stimulation de l’efflux de
cholestérol par l’AMPc, observé dans les fibroblastes des sujets de la maladie de
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Tangiet, apparaît aussi corrélé avec un défaut de phosphorylation de l’ABCAl. De plus,
le fait que le H-89 inhibe à la fois la phosphorylation basale de l’ABCAl et l’efflux de
cholestérol activé par l’apoA-l (chapitre 4, fig. 5 A et B), signifie que la PKA contrôle la
fonction de I’ABCAl à l’état physiologique normal. De plus, il est intéressant de
constater que la PKA contrôle aussi I’ABCA1 exprimée dans les ovocytes de Xenopes
par un mécanisme de phosphorylation dépendante de l’AMPc cellulaire (220).
D’autre part, l’implication de la PKC n’a pas encore fait l’objet d’investigations poussées
des mécanismes de phosphorylation de l’ABCAl dans les cellules de la maladie de
Tangier ou de la déficience familiale en HDL. Par ailleurs, nos résultats préliminaires
montrent que l’activation de la PKC par le PMA augmente la phosphorylation de
I’ABCAl, et ceci, parallèlement à l’augmentation de l’efflux de cholestérol tel que discuté
précédemment. De plus, la sous unité catalytique de la PKC a été incapable de
phosphoryler I’ABCAl dans un système in vitro (résultat non présenté) comparativement
à la sous unité catalytique de la PKA, qui elle, a réussi la phosphorylation (chapitre 5). À
partir de ces données, nous suggérons que la voie de la PKC soit une voie alternative
au mécanisme de phosphorylation de l’ABCAl. Plus précisément, la PKC pourrait
moduler l’activité de la PKA tel que proposé par l’équipe de Dahan et al. dans le modèle
de phosphorylation du CFTR (221). Des travaux additionnels seront nécessaires afin de
déterminer la contribution seule de la PKC dans la modulation de I’ABCAl et l’efflux de
cholestérol cellulaire.
L’ensemble de ces travaux propose que la phosphorylation de I’ABCAl agisse comme
élément clé dans le processus de transduction de signaux, modulant le transport du
cholestérol dans les fibroblastes et impliquant principalement la voie de la PKA.
6.3 Mécanismes de régulation de l’efflux du cholestérol par l’apoA-l
Nos résultats présentés au chapitre 4 supportent l’hypothèse que l’apoA-l stimule l’efflux
de cholestérol cellulaire principalement par la voie de la PKA dépendante de l’AMPc,
provoquant ainsi la régulation de l’ABCAl par phosphorylation. L’expression de l’ABCAl
cellulaire est contrôlée par des mécanismes transcriptionnels et post-transcriptionnels
(31). Dans cette étude, nous avons montré que l’apoA-l stimule la phosphorylation de
son récepteur ABCA1 (chapitre 5, fig. 2A), et que l’augmentation de la masse de ce
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récepteur par le 22-OH et le 9-CRA (cellules stimulées) augmente sa phosphorylation
(chapitre 5, fig. 2B). La phosphorylation maximale de l’ABCAl est atteinte après une
heure de stimulation avec 10 jg/mL d’apoA-l, indiquant ainsi que tous les sites de
phosphorylation présents sur l’ABCAl sont saturés. De plus, le H-89 abolit
complètement la phosphorylation de l’ABCAl (chapitre 5, fig. 5) et l’efflux de cholestérol
cellulaire (chapitre 4, fig. 5) stimulés par l’apoA-l. Ces résultats démontrent que I’apoA-l
induit la phosphophorylation de l’ABCAJ et l’efflux de cholestérol cellulaire par la voie de
la PKA dépendante de l’AMPc. Dans cette thèse, nous suggérons que l’apoA-l
(le ligand) contrôle l’activité de l’ABCAl (le récepteur). Ce concept concorde avec des
études récentes suggérant que l’apoA-l augmente la concentration de l’ABCAl à la
surface de la cellule, et ce, en stabilisant la protéine par inhibition des protéases
calpaines protéosomiales contrôlées par la séquence PEST de I’ABCAl (32,33).
Parallèlement, nous avons trouvé que le traitement de l’apoA-l augmente
dramatiquement les niveaux d’AMPc cellulaire. Cette augmentation est dépendante de
l’ABCAJ. En effet, dans les cellules non stimulées par des agonistes du facteur de
transcription LXRIRXR, l’augmentation de la concentration de l’apoA-l ne stimule pas la
libération de l’AMPc cellulaire, comparativement à l’état basal (chapitre 5, fig. 4A). Par
contre, dans les cellules stimulées (niveau d’ABCAl augmenté de quatre fois), l’apoA-l
provoque une augmentation rapide de l’AMPc cellulaire de 100% (chapitre 5, fig. 4A
et B). Ces données suggèrent que le niveau d’AMPc intracellulaire induit par l’action de
I’apoA-l dans les fibroblastes stimulés reflète l’activation de la protéine un activateur
physiologique de l’adénylate cyclase (chapitre 5, fig. 4B). Ainsi, le niveau d’expression
de l’ABCAl contrôle la libération de l’AMPc intracellulaire dans les fibroblastes de sujets
normaux. Cependant, dans les cellules endothéliales humaines, n’exprimant pas le
récepteur ABCA1, l’apoA-l est incapable de provoquer une libération d’AMPc (données
non présentées).
Il est bien établi qu’une variété d’hormones, de cytoxines, de neurotransmetteurs et de
facteurs de croissance se fixent à des récepteurs membranaires couplés aux
protéines-G hétérotrimériques (GPCRs), conduisant ainsi à l’activation d’une voie de
signalisation qui produit un effet biologique au niveau de la cellule. Une fois activées, les
GPCRs induisent la libération d’un second messager tel que l’AMPc (222). Dans ce
contexte, nous avons démontré, grâce à des méthodes de radiomarquage à l’iode 125,
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que l’1251-apoA-l se lie à l’ABCAl dans les fibroblastes stimulés (chapitre 5, Table I). De
plus, nous avons observé que les concentrations d’apoA-l, au-dessus de 10 pg/mL,
diminuent de façon significative la production d’AMPc cellulaire (chapitre 5, fig.4A). Cette
diminution de l’AMPc est possiblement due au phénomène de découplage de la
protéine-G ou à la désensibilisation du récepteur ABCA1 Une étude intéressante de
Lefkowitz et ses collaborateurs (223) montre que le récepteur f3-adrénergique, capable
de produire l’AMPc, est vite désensibilisé après phosphorylation, ceci, en recrutant les
protéines Ç3-arrestine et en dégradant l’AMPc cellulaire. Dans cette étude, la Ç3-arrestine
inhibe le recrutement supplémentaire des protéines G et fait appel à la
phosphodiestérase de la membrane plasmique des cellules de mammifères.
L’hypothèse des complexes d’interaction entre VapoA-l, le récepteur ABCA1 et les
protéines-G est supportée par nos résultats démontrant que la production de l’AMPc et
la phosphorylation de l’ABCAl sont altérées dans les fibroblastes des sujets de la
maladie de Tangier (chapitre 5, table I). Nous suggérons alors que la fonction de
l’ABCAl soit essentielle au couplage des protéines-G, ou, alternativement, que les
caractéristiques structurales de la liaison de l’apoA-l à I’ABCAJ peuvent affecter
directement l’interaction aux protéines-G. En effet, nos résultats supportent ces deux
possibilités. Tout d’abord, la liaison spécifique de l’apoA-I à l’ABCAl est altérée dans les
fibroblastes des patients de la maladie de Tangier (chapitre 5, table I), suggérant que le
récepteur ABCA1 mutant puisse altérer la liaison avec l’apoA-l, la production de l’AMPc,
sa propre phosphorylation par la PKA, ainsi que l’activation de l’efflux de lipides
(chapitre 5, table I). Cependant, l’activation de l’adénylate cyclase par la forskoline ainsi
que la phosphorylation de I’ABCAl par la sous unité catalytique de la PKA ne sont pas
affectées dans les cellules étudiées de trois patients atteints de la maladie de Tangier
(chapitre 5, table I). Bien que les fibroblastes de ces trois patients expriment
normalement la protéine ABCA1, la localisation de l’ABCAl à la membrane plasmique
n’a pas été investiguée dans le présent travail (chapitre 5, fig. 6). Il a été rapporté que la
mutation de I’ABCAl (C1477R) dans la deuxième boucle extracellulaire, associée à la
maladie de Tangier, n’affectait pas la localisation de l’ABCAI à la membrane plasmique,
mais diminuait à la fois la liaison de l’apoA-l et l’efflux de lipides cellulaires (224). De
plus, l’équipe de Fitzgerald et ses collaborateurs ont démontré que la mutation W590S
de I’ABCAl n’altérait pas la liaison de l’apoA-l, mais diminuait fortement l’efflux de
cholestérol cellulaire stimulé par l’apoA-l (217). L’ensemble de ces données suggère
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que, bien que la liaison du complexe apoA-l I ABCA1 soit nécessaire à la stimulation de
l’efflux du cholestérol cellulaire, l’ABCAl doit contenir un domaine spécifique pour
l’interaction avec des protéines-G, activant ainsi I’adénylate cyclase et la
phosphorylation de l’ABCAl. Dans ce modèle, il a été rapporté que des mutations dans
les boucles intracellulaires i2 et i3 du récepteur au glucagon n’affecte pas la liaison du
glucagon, mais abolit la production de l’AMPc intracellulaire (225). Dans cette étude, les
auteurs soulignent l’importance des boucles i2 et i3 dans l’activation et le couplage aux
protéines G du récepteur au glucagon. Des études similaires montrent que la production
de l’AMPc contrôlée par les protéines-G est altérée par des substitutions d’acides
aminés dans le domaine carboxyterminale du récepteur libérant la gonadotropine (226).
Des investigations futures seront nécessaires afin de caractériser les différentes
protéines—G ainsi que leurs domaines d’interaction avec I’ABCAl.
Sur la base de nos données, nous proposons le modèle suivant de mécanismes de
régulation de I’efflux du cholestérol par l’apoA-l (chapitre 5, fig. 8): 1) l’apoA-l lie le
récepteur ABCA1 et probablement active les protéines Gos; 2) ces dernières stimulent
l’activité de l’adenylate cyclase qui 3) génère l’AMPc intracellulaire; 4) l’augmentation
des niveaux d’AMPc cellulaire provoque l’activation de la PKA et la phosphorylation de
l’ABCAJ; enfin, 5) la phosphorylation de I’ABCAl modulée par l’apoA-l stimule l’efflux de
cholestérol cellulaire et permet la lipidation de l’apoA-l et la génération des particules
HDL naissantes.
La modulation de I’ABCAI et l’augmentation de l’efflux de cholestérol, surtout dans les
macrophages, représentent un nouvel outil potentiel de traitement contre
l’athérosclérose. Les activateurs de facteurs de transcription LXRJRXR sont un exemple
d’augmentation de la transcription de I’ABCAl et de l’efflux de cholestérol dans une
variété de types cellulaires. Ces activateurs augmentent aussi la transcription d’autres
gènes impliqués dans l’efflux et le transport du cholestérol (revue détaillée dans (227)).
De plus, il a été rapporté que le ligand synthétique de LXR inhibe le développement de
l’athérosclérose chez la souris (228). Cependant, les activateurs de LXRJRXR
augmentent aussi la transcription des facteurs de transcription SREBP ainsi que leurs
gènes cibles, provoquant souvent l’hypertriglycéridémie (229,230).
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Par ailleurs, dans cette thèse, nous proposons que la modulation post-transcriptionnelle
de l’ABCA1 par phosphorylation représente une autre voie essentielle pour la régulation
de l’efflux du cholestérol cellulaire. Des investigations plus poussées permettront de
trouver des protéines qui interagissent localement et spécifiquement avec l’ABCAl, tel
que les inhibiteurs des protéases de calpain (231) ou d’autres inhibiteurs de
phosphatases Set / Thr. D’autre part, de petites molécules ou peptides qui miment
l’action de l’apoA-l peuvent stabiliser le transporteur ABCA1, probablement par un
mécanisme de phosphorylation ouvrant ainsi des perspectives thérapeutiques




Une diminution de la concentration plasmatique du cholestérol est fréquemment
retrouvée chez les patients avec maladie coronarienne précoce. Le concept actuel
consiste à augmenter les concentrations de cholestérol-HDL et stimuler la voie de retour
du cholestérol cellulaire en excès, des tissus périphériques vers le foie. La protéine
ABCAJ joue un rôle essentiel dans le transport et d’efflux du cholestérol et des
phospholipides dans une large variété cellulaire. Sa découverte, en 1999, a suscité
beaucoup d’intérêt et un nombre considérable (près de 250) de publications de
recherche dans le domaine de l’athérosclérose. Des études de biologie cellulaire
associées à des recherches cliniques ont montré que le transporteur ABCA1 s’avère
une protéine majeure, à la fois dans l’élimination du cholestérol en excès dans
macrophages et la maturation des particules HDL. Puisque l’accumulation du cholestérol
dans les macrophages de la paroi artériel constitue l’un des événements athérogènes
majeurs et que les HDL possèdent des nombreuses propriétés antiathérogènes,
l’activité de l’ABCAl peut avantageusement influencer la progression ou la régression
de maladies cardiovasculaires. Des travaux futurs sur des modèles animaux bien
caractériser nous permettront de mieux comprendre la participation de I’ABCAl à l’efflux
du cholestérol cellulaire et la maturation des particules HDL.
Dans cette thèse, il fut mis en évidence un mécanisme de régulation de l’activité de
l’ABCAl, permettant de moduler son activité de transporteur de cholestérol et de
phospholipides. Ce mécanisme de régulation post-transcriptionnelle de l’ABCAl est
contrôlée par la phosphorylation de l’ABCAl, dépendante de la PKA. De plus, grâce à
des études fonctionnelles de l’ABCAl dans les fibroblastes de sujets normaux, avec
déficience familiale en HDL ou maladie de Tangier, nous avons réussi à identifier une
série d’événements biochimiques essentiels à la translocation du cholestérol
intracellulaire et la lipidation de l’apoA-l. Premièrement, nous avons démontré la liaison
de l’apoA-l à l’ABCAl. Cette liaison cause l’augmentation rapide des niveaux d’AMPc
cellulaire et la phosphorylation la protéine ABCA1 par la PKA. De plus, nos données
suggèrent fortement l’implication des protéines-G hétérotrimériques, plus
particulièrement les protéines Gos, dans le couplage à l’ABCAl. Nos données
suggèrent également un trouble dans la cascade de transduction des signaux
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provoquant un défaut d’efflux du cholestérol cellulaire causant le phénotype cellulaire de
la maladie de Tangier et la déficience familiale en HDL.
Il est rapporté que la liaison des particules HDL ou de l’apoA-l à la surface de la cellule
permet l’activation des voies de transductions cellulaires, notamment l’activation des
phospholipases C et D, qui lient vraisemblablement des protéines-G, et l’activation de la
PKC. L’activité de ces phospholipases, ainsi que les produits qui en génèrent,
apparaissent altérés dans les cellules de la maladie de Tangier. Dans cette thèse, il fut
aussi démontré qu’un efflux déficient de cholestérol retrouvé dans la déficience familiale
en HDL et la maladie de Tangier peut être corrigé par des agents pharmacologiques
exogènes ou endogènes ou des produits d’hydrolyse des phospholipides agissant dans
la voie de signalisation cellulaire. De plus, grâce à l’effet d’activateurs et d’inhibiteurs de
la PKC, nous avons mis en évidence l’importance de cette kinase dans la stimulation de
l’efflux du cholestérol cellulaire. Des études additionnelles seront toutefois nécessaires
pour déterminer la contribution spécifique de la PKC à la modulation de I’ABCAI et
l’efflux du cholestérol cellulaire.
Finalement, nos données supportent le concept qu’une interaction entre l’apoA-l et
l’ABCAl déclenche I’efflux de cholestérol et phospholipides par la phosphorylation de
I’ABCAl à la surface de la cellule, impliquant des mécanismes de signalisation
intracellulaire. Par des techniques biochimiques et d’études cellulaires, nous avons
défini des mécanismes cellulaires impliqués dans un désordre métabolique du
cholestérol. Ces données ouvre des perspectives nouvelles au traitement des
dyslipoprotéinémies, à la fois pour le traitement de déficiences en HDL et d’autres
désordres lipidiques impliquant une hypoalphalipoprotéinémie. Bien que les bénéfices
d’une augmentation thérapeutiques des niveaux de HDL par la voie de l’ABCAI n’ont
pas fait l’objet d’évaluation, il est permis de croire que cette nouvelle piste d’intervention
cellulaire puisse composer une nouvelle classe d’agents pharmacologiques prometteurs.
Le défi des prochaines années visera l’identification et l’étude de nouveaux gènes
impliqués dans l’homéostasie des lipides ainsi que le développement de nouvelles
molécules pouvant moduler la régulation de ces gènes et influencer le développement et
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